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RESUMEN 
 
 
 

Mecanismos de mantenimiento del medio interno en respuesta a estrés 

ambiental en crustáceos decápodos de interés regional 

 
Silvina Andrea Pinoni 

 

 El objetivo general fue realizar estudios de caracterización y regulación por factores 

ambientales e intrínsecos de distintas actividades enzimáticas en músculo y hepatopáncreas de 

los cangrejos eurihalinos Neohelice (Chasmagnathus) granulata y Cyrtograpsus angulatus de 

la laguna costera de Mar Chiquita (Buenos Aires, Argentina). Para cumplir con el objetivo se 

llevaron a cabo estudios de caracterización y/o respuesta a factores ambientales sobre las 

actividades Na+/K+ATPasa y Na+ATPasas en músculo de N. granulata (Capítulo 1, 3 y 5); 

estudios de caracterización y respuesta a factores ambientales e intrínsecos sobre las 

actividades de fosfatasa alcalina (AP) en músculo de N. granulata (Capítulos 2, 3 y 5) y C. 

angulatus  (Capítulo 6); localización y respuesta a salinidad reducida sobre las actividades de 

AP y proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata (Capítulo 4) y C. angulatus  (Capítulo 7). 

Los resultados muestran la presencia en músculo de N. granulata de dos actividades 

Na+ATPasas insensibles a ouabaína (insensible y sensible a furosemida), coexistentes con la 

Na+/K+ATPasa, con respuesta diferencial a la hiperregulación y emersión. Se demostró la 

existencia de dos actividades de AP en músculo y hepatopáncreas de ambos cangrejos 

(insensible y sensible a levamisol), con diferentes características bioquímicas y respuesta a 

salinidad reducida. Se encontraron diferencias en la regulación de las actividades de AP en 

músculo de N. granulata por emersión y GMPC. Se demostró la presencia de actividad 

proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata y C. angulatus, las cuales fueron afectadas por 

la salinidad ambiental, y por la emersión en N. granulata. Estos resultados sugieren el rol 

diferencial de estas actividades enzimáticas, y del músculo y hepatopáncreas frente a cambios 

en las condiciones ambientales en estos cangrejos. 
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ABSTRACT 

 

Mechanisms of Maintenance of the Internal Medium of Decapod 

Crustaceans of Regional Interest in Response to Environmental Stress 

 

Silvina Andrea Pinoni 
 

The general aim was to determine characteristics and regulation by environmental of 

different enzymatic activities in muscle and hepatopancreas from euryhaline crabs Neohelice 

(Chasmagnathus) granulata and Cyrtograpsus angulatus   from Mar Chiquita coastal lagoon 

(Buenos Aires, Argentina). To achieve this aim, studies of characterization and/or response to 

environmental factors of Na+/K+ ATPase and Na+ ATPases in muscle of N. granulata 

(Chapters 1, 3 and 5), studies of characterizations and response to environmental and intrinsic 

factors on alkaline phosphatase (AP) activities of muscle of N. granulata (Chapters 2, 3 and 5) 

and C. angulatus (Chapter 7) were carried out. The results show the occurrence of two 

ouabain-insensitive Na+ ATPases (furosemide-sensitive and furosemide-insensitive) activities 

in muscle of N. granulata coexistent with Na+/K+ ATPase, with differential responses to 

salinity and emersion. Muscle and hepatopancreas exhibited levamisol-insensitive and 

levamisol-sensitive AP activities with distinct biochemical characteristics and response to 

reduced salinity. These activities were differentially affected in muscle of N. granulata by 

emersion and GMPc. Proteolytic activity occurred in hepatopancreas of N. granulata and C. 

angulatus. This activity was affected by environmental salinity in both crabs and by emersion 

in N. granulata. These results suggest the differential role of these enzymatic activities, and of 

muscle and hepatopancreas, of these crabs in biochemical adjustments upon changes in 

environmental conditions. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL Y OBJETIVOS 
 

 
La flexibilidad fenotípica involucra variaciones reversibles, dentro de un individuo, en 

respuesta a cambios espacio-temporales en las condiciones ambientales (Piersma y Drent, 

2003). Las variaciones en las condiciones externas (factores bióticos y abióticos) pueden 

disparar mecanismos de ajuste a nivel bioquímico, fisiológico, morfológico y/o 

comportamental (Kirschner, 1991, 2004; Bozinovic, 2003). Estas respuestas parecen ser 

dependientes de la especie, hábitat y tipo de estrés y no siempre se producen en forma 

conjunta. 

Los cangrejos eurihalinos que habitan zonas con una variación espacio-temporal 

marcada en la salinidad ambiental (zonas  de mareas, aguas costeras y estuarios) (Chapman y 

Wang, 2001; Brockway et al., 2006) presentan adaptaciones a distintos niveles (bioquímico, 

fisiológico, morfológico y/o de comportamiento) que les permiten soportar un amplio rango de 

variación en la salinidad ambiental (Kirschner, 1991; 2004). El rango de eurihalinidad 

depende de la capacidad de osmoionorregular, o sea, la habilidad de mantener un gradiente 

entre las concentraciones iónicas y osmóticas de la hemolinfa  y la del medio externo 

(Kirschner, 2004). 

En salinidad reducida, los cangrejos hiperreguladores (que son capaces de mantener la 

osmolalidad de la hemolinfa por encima de la del medio externo) absorben activamente Na+ y 

Cl- desde el medio externo a través de las branquias para compensar la pérdida de sales (Lucu 

and Towle, 2003; Kirschner, 2004). Debido a la importancia del proceso hiperregulatorio en la 

supervivencia e historia de vida de cangrejos eurihalinos se han realizado diversos estudios 

para determinar los componentes, a distintos niveles, implicados en el transporte activo de 

iones en branquias,  mantenimiento del equilibrio ácido-base y mecanismos de regulación del 

volumen celular (revisión en Lucu y Towle, 2003; Kirschner, 2004; Bianchini et al., 2008). En 
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este contexto, los estudios sobre mecanismos de ajuste a nivel bioquímico se han centrado 

principalmente en los cambios en la actividad y/o expresión de distintos sistemas de transporte 

y actividades enzimáticas en branquias en respuesta a la exposición a salinidad reducida 

(revisión en Lucu y Towle, 2003; Kirschner, 2004) (Lovett et al 2006; Tsai and Lin, 2007; 

Lucu et al. 2008). Así,  ha sido ampliamente establecido que las branquias posteriores 

constituyen el principal sitio del transporte activo de iones relacionado a la hiperregulación  y 

que la Na+/K+ ATPasa branquial constituye un  componente central a nivel bioquímico en este 

proceso (revisión en Lucu y Towle, 2003; Kischner, 2004). Sin embargo,  los mecanismos de 

ajuste en otros órganos y tejidos de cangrejos eurihalinos, particularmente a nivel bioquímico, 

en respuesta a la salinidad ambiental son poco conocidos. En varias especies se ha sugerido el 

rol del músculo y del hepatopáncreas en mecanismos de ajuste secundarios a la  

osmoionorregulación  (Ahearn et el, 1999; Holt y Kinsey, 2002;  Luvizotto-Santos et al, 2003; 

Jahn et al., 2006). Así, el músculo de cangrejos eurihalinos ha sido involucrado en la 

regulación de volumen celular (Lang y Gaener, 1969; Moran y Pierce, 1984), balance ácido- 

base (Whiteley et al., 2001) y en la movilización de lípidos (Luvizotto-Santos et al., 2003) 

bajo estrés hipoosmótico. Sin embargo, faltan estudios sobre la respuesta de enzimas clave (ej. 

ATPasas, fosfatasas alcalinas) posiblemente involucradas en estos procesos. 

La hiperregulación  es un proceso fisiológico con alto costo energético. Se requiere de 

una reorganización metabólica para soportar las demandas aumentadas de energía asociadas 

con  la activación de la maquinaria osmoionorregulatoria. Sin embargo, se conoce muy poco 

sobre los ajustes  digestivos y metabólicos que permitirían soportar la demanda incrementada 

de energía bajo condiciones de hiperregulación. Así, faltan estudios sobre enzimas del tracto 

digestivo (por ejemplo a nivel de actividad  de enzimas digestivas en hepatopáncreas) y la 

posible modulación diferencial de las mismas que permitiría ajustes en la eficiencia digestiva 

y de esta manera en el presupuesto energético para soportar la hiperregulación.  
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Neohelice (Chasmagnathus) granulata y Cyrtograpsus angulatus (Brachyura, 

Grapsidae, Varunidae) son cangrejos eurihalinos de importancia ecológica en áreas costeras  y 

estuariales del Atlántico sudoccidental (Boschi, 1964, Iribarne et al., 1997; 2003; Spivak et al., 

1994; Spivak, 1997).  

N. granulata es un cangrejo semiterrestre con una distribución discontinua, desde Río 

de Janeiro hasta el golfo de San Matías a lo largo de las zonas intermareales del sudoeste 

atlántico, encontrándose, particularmente, en ecosistemas de marismas y estuarios (Boschi, 

1964; Spivak et al., 1994; Iribarne et al., 1997; Bortolus e Iribarne, 1999). N. granulata se 

distribuye en hábitats heterogéneos, especialmente con respecto a la salinidad (Spivak et al., 

1994; Iribarne et al., 1997; Giménez, 2003).  N. granulata habita condiciones de salinidad 

ambiental extremas, que van desde agua dulce (ej. Bahía Samborombóm) hasta sistemas 

hipersalinos (ej., Bahía Blanca) (Spivak, 1997).  Además, se ha observado que N. granulata 

permanece activo durante la exposición al aire (emersión) (Boschi, 1964) y es capaz de 

mantener una alta tasa metabólica sin que se produzcan cambios significativos en la presión 

venosa de oxígeno (Dezi et al., 1987; Santos et al., 1987; Luquet y Ansaldo, 1997; Halperin et 

al., 2000). N. granulata desempeña un importante rol ecológico en las zonas intermareales y 

en las marismas, controlando o afectando distintos aspectos físico-químicos y biológicos en 

estos ambientes (revisión en Bianchini et al., 2008).  

C. angulatus se distribuye  lo largo de las costas del Atlántico sudoccidental  desde Río 

de Janeiro (Brasil) hasta la Patagonia (Boschi, 1964) y desde Talcahuano (Chile) hasta Isla de 

San Lorenzo (Perú) en el Pacífico (revisión en Spivak, 1997). En la costa Atlántica, C. 

angulatus,  habita áreas intermareales desde Puerto Deseado (48°S; Argentina) hasta Río de 

Janeiro (27°S; Brasil) (revisión en Spivak, 1997; Boschi, 2000). Habita el inter y submareal de 

costas marinas rocosas y estuarios (Iribarne et al., 1997, 2003; Spivak et al., 1994,  revisión  

en Spivak, 1997). 
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La salinidad afecta varios aspectos de la  biología e historia de vida de estos cangrejos 

y se ha propuesto como uno de los factores principales que afecta su distribución.  

La laguna costera de Mar Chiquita (provincia de Buenos Aires, Argentina) (37º32'-

37º45’S; 57º19'-57º26’O) se caracteriza por presentar marcadas fluctuaciones en la salinidad 

(desde  2 a 36 ‰) debido al régimen de mareas y a sus características geomorfológicas (Anger 

et al., 1994; Spivak et al., 1994; Marcovecchio et al., 2006; Beltrame et al., 2008). La zona de 

planicie de marea, exhibe abruptos, frecuentes y altamente variables cambios en la salinidad 

(entre 4 y  35 ‰) (Spivak et al., 1994; Bortolus et al., 2002, Marcovechio et al., 2006; 

Beltrame et al., 2008). N. granulata y C. angulatus constituyen las especies de cangrejos 

dominantes en la laguna costera de Mar Chiquita en donde están expuestos a cambios 

abruptos, frecuentes y altamente variables en la salinidad ambiental exhibiendo, además, un 

distinto grado de adaptación a las condiciones estuariales y terrestres (Spivak et al., 1994). N. 

granulata es un cangrejo semiterrestre y excavador que habita las planicies de marea y 

praderas de Spartina densiflora de la región externa o estuarial (Spivak, 1994; Iribarne et al., 

1997), exhibiendo períodos variables de emersión. C. angulatus posee hábitos más acuáticos y 

los individuos adultos se encuentran en el intermareal y submareal (Spivak, et al., 1994; Botto 

et al., 2005). A pesar de la importancia ecológica de N. granulata y C. angulatus, y que se han 

realizado varios estudios sobre distintos aspectos de la biología de estos cangrejos, faltan 

estudios sobre características y mecanismos de ajuste a nivel bioquímico en relación a 

variables ambientales clave (ej. salinidad, emersión).  

Como parte de nuestros estudios integrativos sobre estrategias a nivel bioquímico y 

fisiológico en respuesta a variaciones en las condiciones ambientales en N. granulata y C. 

angulatus provenientes de la planicie de marea de la laguna de Mar Chiquita, estudios previos 

en nuestro laboratorio demostraron que estos cangrejos exhiben respuesta diferenciales a corto 

y largo plazo durante la hiperregulación de actividad Na+/K+ ATPasa  en branquias 
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individuales (Schleich et al., 2001; López Mañanes et al., 2002).  Así, ambos cangrejos 

exhiben flexibilidad a nivel bioquímico en branquias individuales en respuesta a la exposición 

a corto y largo plazo a salinidad reducida.  

 N. granulata  exhibe un patrón de distribución y cambios diferenciales de   la 

actividad de anhidrasa carbónica (CA) y de actividad Na+/K+ ATPasa en branquias 

individuales en distintas condiciones de salinidad, sugiriendo la participación de estas enzimas 

como componentes de mecanismos de ajuste a nivel bioquímico frente a cambios en la 

salinidad (López Mañanes et al., 2000; Schleich et al. 2001). La modulación diferencial de CA 

y Na+/K+ ATPasa en branquias individuales en salinidad reducida sugieren la existencia de 

diferencias funcionales y de mecanismos de regulación diferenciales en las distintas branquias 

de N. granulata (López Mañanes et al., 2000; Schleich et al., 2001).  

C. angulatus exhibió cambios diferenciales de actividad Na+/K+ ATPasa en branquias 

individuales luego de un cambio abrupto a salinidad reducida (10 y 6 ‰) aunque el patrón de 

respuesta fue diferente en ambas salinidades sugiriendo una dependencia del grado de estrés 

hipoosmótico (López Mañanes et al., 2002; Elhalem y López Mañanes, 2003; 2004).  

Se ha demostrado preliminarmente un efecto diferencial de dopamina (DA) sobre la 

actividad Na+/K+ATPasa en branquias anteriores y posteriores de N. granulata (Schleich et al., 

1999) y la regulación diferencial in vivo e in vitro por serotonina de la actividad de 

Na+/K+ATPasa en branquias individuales de C. angulatus en condiciones de hiperregulación 

(Elhalem y López Mañanes 2003), lo que sugiere la participación de estas aminas biogénicas 

en la regulación de componentes de mecanismos de ajuste a nivel bioquímico en salinidad 

reducida.  

Por otro lado, hemos demostrado la existencia en músculo de la quela de N. granulata 

y C. angulatus de actividad Na+/K+ ATPasa sensible a la exposición a salinidad ambiental 

reducida.  La mayor actividad de  Na+/K+ ATPasa en  baja salinidad sugiere la  participación 
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del músculo de la quela y de esta actividad en mecanismos de ajuste a  nivel bioquímico 

secundarios a la hiperregulación  (Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes, 2003 a). La 

actividad Na+/K+ ATPasa en músculo de la quela de ambos cangrejos exhibió características 

bioquímicas diferenciales.  Además, demostramos preliminarmente la existencia en músculo 

de la quela de C. angulatus de actividad de fosfatasa alcalina (AP) a pH 9 (actividad de AP 

total) sensible a la salinidad y a DA sugiriendo el rol de AP en mecanismos de ajuste 

secundarios a la osmoionorregulación (Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes 2003 b; 2004). 

En este contexto, el objetivo general de la presente Tesis fue realizar estudios de 

caracterización y regulación por factores ambientales de distintas actividades enzimáticas 

(Na+/K+ ATPasa, Na+ ATPasas insensibles a ouabaína, AP, proteolítica) en músculo de la 

quela  y hepatopáncreas de N. granulata y C. angulatus de la laguna costera de Mar Chiquita 

(provincia de Buenos Aires, Argentina) con el fin de: 

 ampliar los conocimientos sobre estas enzimas en invertebrados;  

 contribuir al esclarecimiento de su posible rol fisiológico en mecanismos de 

mantenimiento del medio interno y de mecanismos de ajuste frente a estrés ambiental;  

 realizar un estudio integrativo de los mecanismos de ajuste frente a estrés ambiental en 

crustáceos decápodos de interés regional. 

 

Para cumplir con el objetivo se llevaron a cabo: 

 estudios para determinar la existencia y características bioquímicas de actividades Na+ 

ATPasas insensibles a ouabaína en músculo de la quela de N. granulata (Capítulo 1);  

 estudios de caracterización de actividades de AP en músculo de la quela de N. 

granulata (Capítulo 2) y  de C. angulatus  (Capítulo 6);  
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 estudios sobre el efecto de la salinidad y  de la emersión sobre las actividades  Na+/K+ 

ATPasa, Na+ ATPasas insensibles a ouabaína y de AP en músculo de la quela de N. granulata 

(Capítulos 3 y 5);  

 estudios sobre el efecto de la salinidad ambiental sobre las actividades de AP en 

músculo de la quela de C. angulatus (Capítulo 6);  

 estudios sobre el efecto de mensajeros químicos sobre las actividades de AP en 

músculo de la quela de N. granulata (Capítulo 3) y de C. angulatus (Capítulo 6) en 

condiciones de hiperregulación;  

 estudios para determinar la existencia de actividades de AP y proteolítica en 

hepatopáncreas de N. granulata (Capítulo 4) y de C. angulatus  (Capítulo 7); 

 estudios sobre el efecto de la exposición a salinidad ambiental reducida sobre las 

actividades de AP y proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata (Capítulo 4) y C. 

angulatus  (Capítulo 7) 

 estudios sobre el efecto de la emersión sobre las actividades de AP y proteolítica en 

hepatopáncreas de N. granulata (Capítulo 5). 
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CAPÍTULO 1:  

 
ACTIVIDAD Na+ ATPasa INSENSIBLE   A 

OUABAÍNA EN MÚSCULO DE LA QUELA DE 

Neohelice granulata  
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INTRODUCCIÓN 

 
La Na+/K+ ATPasa o bomba clásica de sodio, transporta Na+ y K+ a través de la 

membrana plasmática estableciendo y manteniendo la alta concentración interna de K+ y la 

baja concentración interna de Na+  típicas de la mayoría de las células animales. Así, la 

Na+/K+ ATPasa desempeña un rol clave en el mantenimiento del gradiente de Na+ necesario 

para la actividad de procesos de transporte involucrados en funciones celulares esenciales 

tales como control del potencial de membrana, control del volumen y pH celular, entrada de 

solutos, excitabilidad y contractilidad (revisión en Skou, 1997; Mobasheri et al., 2000; 

Kaplan, 2002; Scheiner-Bobis, 2002; Xie y Askari, 2002; Jørgensen et al, 2003; Jaitovich y 

Bertorello, 2006). La ouabaína es un inhibidor altamente específico de la Na+/K+ ATPasa y es 

el principalmente utilizada para su detección in vitro, debido a que otras ATPasas del tipo P 

no son sensibles a la misma. La ouabaína se une al dominio extracelular de la Na+/K+ ATPasa 

cuando ésta se encuentra en su conformación E2 y disminuye su afinidad por el K+, como un 

inhibidor competitivo (revisión en Féraille y Doucet, 2001).  

En 1982, se identificó en membrana basolateral de túbulo proximal de riñón de 

cobayo, una actividad ATPásica activada por Na+ coexistente con la  Na+/K+ ATPasa (del 

Castillo et al., 1982). Posteriormente, se determinó la presencia de una actividad Na+ ATPasa  

distinta de la bomba  clásica de sodio en varios órganos y tejidos de vertebrados tales como 

intestino, cerebro e hígado de mamíferos (Marin et al., 1990; Caruso-Neves et al., 1997; 1999; 

2002; Moretti et al., 1991; Thomas et al.; 2003, Beltowski et al., 2004; Romero et al, 2005; 

Wengert et al, 2005), y  riñón, branquias e intestino de peces (Moretti et al., 1991; Ventrella 

et al., 1990; 2001; Dópido et al., 2004, Romero et al, 2005; Wengert et al., 2005). A 

diferencia de la Na+/K+ ATPasa, la Na+ ATPasa,  no requiere K+, es refractaria a la ouabaína e  

inhibida fuertemente por furosemida (del Castillo y Robinson, 1985; Proverbio et al., 1986;  
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Moretti et al., 1991; Ventrella et al., 1992; Camejo et al., 1995; Caruso-Neves et al., 2002; 

Beltowski et al., 2004). Así, la diferente sensibilidad a los inhibidores ouabaína y furosemida 

se utiliza comúnmente para distinguir entre las actividades Na+/K+ ATPasa y Na+ ATPasa en 

tejidos animales. Aunque se sabe que la furosemida induce la fosforilación de la Na+ ATPasa, 

se desconoce su exacto mecanismo de inhibición (Beltowski et al., 2004; del Castillo et al., 

2005).  La Na+ ATPasa  (también llamada la segunda bomba de sodio) participa en el eflujo 

de Na+ desde la célula por medio del transporte de este ión en contra del gradiente 

electroquímico  (del Castillo et al., 1982; del Castillo y Robinson, 1985; Proverbio et al., 

1991; Caruso-Neves et al., 1997). La  Na+ ATPasa se purificó a partir de epitelio de intestino 

delgado de cobayo y se la identificó como un nuevo miembro de la familia de ATPasas del 

tipo P (Romero et al., 2005). En células de mamíferos, se ha propuesto que la Na+ ATPasa 

participa en varias funciones esenciales (Caruso-Neves et al., 1997, 2002; Beltowski et al., 

2004; Wengert et al., 2005). En peces teleósteos eurihalinos, se ha sugerido la participación 

de la actividad de Na+ ATPasa  branquial en mecanismos de transporte de sales en relación a 

la salinidad ambiental (Borgatti et al., 1985, Ventrella, 1992; 2001). 

En comparación con vertebrados, la información acerca de la presencia y 

características de la Na+ ATPasa en invertebrados es escasa. Además de la Na+/K+ ATPasa, se 

ha demostrado la coexistencia de actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína en túbulos de 

Malpighi de insectos hematófagos Rhodnius sp. (Caruso-Neves y Lopes, 2000), y en branquias 

y manto del mejillón Mytilus galloprovincialis y de la almeja Tapes philippinarum (Pagliarani 

et al., 1996). En moluscos bivalvos, la Na+ ATPasa participaría junto con la Na+/K+ ATPasa en 

la regulación de la concentración intracelular de Na+  por medio del bombeo de este ión hacia 

el exterior celular (Pagliarani et al., 1996; 2006; 2008). 

Para nuestro conocimiento, no se han realizado aún estudios para determinar la 

exsitencia de  Na+ ATPasa en cangrejos eurihalinos.  
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Neohelice granulata es un cangrejo eurihalino excavador se distribuye principalmente 

en el intermareal, en la laguna costera de Mar Chiquita, se distribuye tanto en las planicies de 

marea como en las áreas pobladas por Spartina densiflora, conocidas como “espartillar” 

(Boschi et al., 1964; Iribarne et al., 1997). La zona de planicie de marea, exhibe cambios 

abruptos, frecuentes y altamente variables en la salinidad (entre 4 y 35 ‰) (Spivak et al., 

1994; Bortolus et al., 2002; Marcovechio et al., 2006; Beltrame et al., 2008).  

Previamente, hemos demostrado la existencia de actividad Na+/K+ATPasa sensible a la 

salinidad ambiental en músculo de la quela de  N. granulata de la zona de planicie de marea 

de la laguna costera de Mar Chiquita. La mayor actividad de  Na+/K+ATPasa en individuos 

expuestos a baja salinidad sugiere la  participación del músculo de la quela y de esta enzima 

en mecanismos de ajuste secundarios a la hiperregulación (Pinoni, 2003).  En este contexto, en 

esta Tesis se llevaron a cabo  estudios para determinar la existencia, características 

bioquímicas (presente Capítulo) y  el efecto de distintos factores (Capítulos 3 y 5) sobre las 

actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína detectadas  en músculo de quela de N. 

granulata. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 
Productos químicos 

 

Na2ATP (adenosin 5’-trifosfato, libre de vanadato), Tris-(hidroximetilamino-metano), 

EGTA (ácido etilenglicol N’, N’, N, N-tetracético), SAB (seroalbúmina bovina), ouabaína (G-

strofantina) y furosemida fueron de Sigma (St. Louis, Mo., USA); azida sódica, sacarosa, 

ácido clorhídrico, cloruro de magnesio y  cloruro de sodio fueron de Merck (Darmstadt, 

Alemania); cloruro de potasio y Coomasie Blue (G250) fueron de Fluka (Alemania). Otros 
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productos químicos utilizados fueron de grado analítico. Todas las soluciones se prepararon en 

agua destilada. 

 

Captura y mantenimiento de los animales 

 

Machos adultos de Neohelice granulata en intermuda (Drach y Tchernigovtzeff, 1967), 

con un ancho de caparazón mayor a 2,5 cm, se recolectaron en la planicie de marea de la 

laguna de Mar Chiquita (provincia de Buenos Aires, 37º32'-37º45’S; 57º19'-57º26’O). Los 

individuos se transportaron inmediatamente al laboratorio en recipientes con agua del sitio de 

recolección. Los cangrejos se mantuvieron al menos 10 días en acuarios en condiciones 

controladas de salinidad (10 ‰), temperatura (22  2º C) y fotoperíodo (12 h. luz/ 12 h. 

oscuridad). El agua se aireó y filtró permanentemente. Los acuarios se cubrieron con nylon 

negro para reducir disturbios. Los individuos fueron alimentados tres veces por semana con 

alimento comercial (Cichlind T.E.N., Wardley, USA: 48 % hidratos de carbono, 40 % 

proteínas, 3 % grasas, 4 % fibras) (0,07 g por individuo) y fueron privados de alimento 48 h 

antes de los experimentos.  

 

Preparación de extractos enzimáticos 

 

Los cangrejos se crioanestesiaron  durante 20 minutos. Posteriormente, se pesaron, se 

separaron ambas quelas y se abrieron para extraer el  tejido muscular. Luego de pesar el tejido, 

se colocó inmediatamente en buffer de homogeneización (Sacarosa 0,25 M / EGTA -Tris 0,5 

mM, pH 7,4) (8 ml de buffer x g de tejido-1) y se homogeneizó en homogeneizador CAT (tool 

T10) en hielo. Para cada preparación se trabajó con músculo de ambas quelas extraídas de un 

único individuo. Los homogenatos se fraccionaron y se utilizaron inmediatamente para la 
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medición de las actividades ATPásicas o se almacenaron a -20 ºC co glicerol 1,3 % p/v hasta 

su uso para la medición de la concentración de proteínas.  

 

Determinación de la actividad  Na+ ATPasa 

 

La actividad Na+ ATPasa  total se determinó colorimétricamente midiendo la hidrólisis 

de ATP en un medio de reacción conteniendo NaCl 130 mM, EGTA 0,5 mM, azida sódica 1 

mM, MgCl2 10 mM, en buffer Imidazol 20 mM (pH 7,4) en presencia de ouabaína 1 mM 

(concentración que inhibe el 100 % de la actividad Na+/K+ ATPasa en músculo de la quela de 

N. granulata; Pinoni, 2003). La actividad Na+ ATPasa insensible a furosemida se determinó 

en el mismo medio en presencia de furosemida 2 mM. La actividad Na+ ATPasa sensible a 

furosemida se determinó como la diferencia entre ambos ensayos. La actividad Mg2+ ATPasa 

residual se midió en el mismo medio reemplazando el NaCl por cloruro de colina y en 

presencia furosemida 2 mM. En todos los casos se restó la correspondiente actividad Mg2+ 

ATPasa residual. Para mantener la fuerza iónica en el medio de reacción se utilizó cloruro de 

colina.  

La cantidad adecuada de proteínas, entre 150 y 350 µg, (zona de linealidad de la curva 

de actividad versus concentración de proteínas del correspondiente homogenato) se agregó a la 

mezcla de reacción y se preincubó 5 min a 30º C. La reacción se inició por la adición de ATP 

(concentración final 3 mM). La incubación se llevó a cabo a 30º C durante 15 min. La 

reacción se interrumpió con el agregado de 2 ml de reactivo de Bonting (ácido sulfúrico 560 

mM / molibdato de amonio 8,1 mM / sulfato ferroso 176 mM). Luego de 20 min a temperatura 

ambiente, se cuantificó el Pi liberado midiendo la absorbancia en 700 nm del complejo 

fosfomolibdato reducido (Bonting, 1970). El efecto de la temperatura sobre la actividad de 
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Na+ ATPasa total se determinó como se describió previamente pero variando la temperatura 

de incubación.  

Para los estudios de caracterización, la actividad Na+ ATPasa se ensayó como se 

describió anteriormente pero en presencia de distintas concentraciones de cloruro de sodio/ 

cloruro de colina, ATP o a diferentes niveles de pH del medio de reacción según se indica para 

cada experimento.  

Las actividades Na+ ATPasas se expresaron como nmoles Pi liberados x min-1 x mg de 

proteína-1.  

La determinación de la actividad enzimática se ensayó siempre inmediatamente luego 

de la preparación de los homogenatos. 

 

Determinación de la concentración de proteínas 

 

 La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Como 

estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg/ml). 

 

Análisis de resultados experimentales 

 

El análisis estadístico se realizó usando el programa Sigma-Stat 3.0 para Windows, el 

cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas y normalidad. Se utilizó 

un análisis  de varianza paramétrico para muestras repetidas (RM- ANOVA). Se utilizó un test 

a posteriori ANOVA (Holm-Sidak)  para identificar diferencias y un p<0,05 se consideró 

como significativo. Los resultados del efecto de la concentración de sodio y de ATP se 

analizaron por medio de análisis de regresión no lineal (GraphPad Prism 2.01 software). Las 

curvas que se muestran son las que mejor ajustan a los datos experimentales. Los valores de 
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K0,5 (concentración de sodio que produce la mitad de la máxima estimulación) y Km (constante 

de Michaelis -Menten) se estimaron de las mismas (GraphPad Prism 2.01 software). I50 

(concentración de furosemida que inhibe el 50 % de la actividad Na+ ATPasa sensible a 

furosemida) se calculó a partir de la curva de inhibición (GraphPad Prism 2.01 software). 

 

 

RESULTADOS 

 
Efecto del Na+ sobre la actividad Na+ ATPasa en músculo de la quela de Neohelice granulata 

 

Inicialmente, para detectar la existencia de actividad Na+ ATPasa en músculo de la 

quela de N. granulata, se determinó el efecto de concentraciones crecientes de Na+ (20-150 

mM) en condiciones de total inhibición de la actividad Na+/K+ ATPasa (Fig. 1.1). La 

estimulación de la actividad ATPásica en estas condiciones demostró la  presencia de 

actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína (actividad Na+ ATPasa total). El Na+ estimuló la 

actividad Na+ ATPasa  insensible a ouabaína en una manera dependiente de la dosis. La K0,5 

(concentración de Na+ que produce la mitad de la estimulación máxima) fue 29 ± 13 mM 

(GraphPad Prism) (Fig. 1.1 A). La actividad Na+ ATPasa  insensible a ouabaína total fue 

mayor en el rango de temperatura de 30 a 37ºC (Fig. 1.1 B), siendo alrededor de 40 % menor a 

mayores y menores temperaturas.  
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Figura 1.1. Efecto del Na+  (20-150 mM) (A) y la temperatura (4-45ºC) del medio de reacción 

(B) sobre la actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína total en músculo de la quela de N. 
granulata. La medición de la actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína se realizó en un medio 

conteniendo EGTA 0,5 mM, azida sódica 1 mM, MgCl2 10 mM, en buffer Imidazol 20 mM (pH 7,4) 

en presencia de ouabaína 1 mM, y concentraciones variables de NaCl. La fuerza iónica del medio de 

reacción se mantuvo reemplazando el NaCl por cloruro de colina. Los valores de actividad se 

expresan en relación a la actividad en presencia de NaCl 130 mM (100%). La curva es la que mejor 

ajusta a los datos experimentales (GraphPad Prism 2.01). Los valores son la media ± E.S. para 3 a 4 

individuos.  

 

Efecto de furosemida sobre la actividad Na+ ATPasa en músculo de la quela de  N. granulata 

 

El efecto de furosemida sobre la actividad Na+ ATPasa total se muestra en la Fig. 1.2. 

Furosemida produjo una inhibición de la actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína en una 

manera dependiente de la dosis. La mayor inhibición (alrededor del 70 %) se obtuvo en 

presencia de furosemida 2-3 mM (Fig. 1.2). La inhibición por furosemida de la actividad Na+ 

ATPasa total reveló la presencia de dos actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína en 

músculo de la quela de  N. granulata: una actividad sensible a furosemida y una actividad 

insensible a furosemida (69 ± 16 y 41 ± 7 nmoles de Pi x min-1 x mg prot-1 respectivamente) 

(Fig. 1.3).  
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Figura 1.2. Efecto de furosemida (0,1-3,0 mM) sobre la 

actividad Na+ ATPasa total en músculo de la quela de N. 
granulata. Los valores de actividad Na+ ATPasa se expresan 

en relación de la actividad en ausencia de inhibidor (100%). 

Los valores son la media ± E.S. para 3 a 4 individuos.  

  

   

  I50 (concentración que produce el 50 % de inhibición) para furosemida  de la actividad 

Na+ ATPasa sensible a furosemida fue 1,4 mM. 
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Figura 1.3. Actividades Na+ ATPasa  total (■), insensible a 

furosemida (□) y sensible a furosemida (■) en músculo de la quela 

de N. granulata. La actividad se midió en presencia y ausencia de  

furosemida 2 mM. Los datos son la media ± E.S. para 10 individuos. 

 

Efecto de concentraciones crecientes de ATP sobre las actividades Na+ ATPasas insensibles a 

ouabaína en músculo de la quela de  N. granulata 

 

En la Fig. 1.4 se observa el efecto de concentraciones crecientes de ATP sobre las 

actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína en músculo de la quela de  N. granulata.  Las 

actividades Na+ ATPasas insensible y sensible a furosemida exhibieron una cinética de 

Michaelis-Menten (Km= 0,023 y 0,213 mM, respectivamente).  
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Figura 1.4. Efecto de concentraciones crecientes de ATP 

sobre las actividades Na+ ATPasas insensible a furosemida 

(A) y sensible a furosemida (B) en músculo de la quela de N. 
granulata. Los valores de actividad están expresados en relación 

a la correspondiente actividad en presencia de ATP 3 mM (100 

%). Los valores son la media ± E.S. para 3 a 4 individuos. Las 

curvas son las que mejor ajustan a los datos experimentales 

(regresión no lineal, GraphPad Prism). En algunos casos las 

barras de error son menores que los símbolos utilizados. 
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Efecto del pH sobre las actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína en músculo de la 

quela de  N. granulata 

 

La actividad Na+ ATPasa insensible a furosemida disminuyó desde  pH 6,2 a pH 7,0. A 

pH 7,4 esta actividad se incrementó siendo similar a la actividad a pH 6,2-6,6. A pH 7,8, la 

actividad fue un 60 % menor que a pH 7,4 (Fig. 1.5 A). La actividad Na+ ATPasa sensible a 

furosemida se incrementó con un aumento del pH de 6,2 a 6,6-7,4. A pH 7,8 esta actividad  

disminuyó siendo alrededor del 40 % de la actividad a pH 7,4 (Fig. 1.5 B).  

 

A

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0
0

50

100

150

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0
0

50

100

150

a aa
b

b

pH

A
ct

iv
id

ad
 A

TP
ás

ic
a

R
el

at
iv

a 
(%

)

B

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0
0

50

100

150

a

ab

ab

ab b

pH

A
ct

iv
id

ad
 A

TP
ás

ic
a

R
el

at
iv

a 
(%

)

 

Figura 1.5. Efecto del pH (6,2-7,8) sobre las actividades Na+ ATPasas insensible a furosemida 
(A) y sensible a furosemida (B) en músculo de la quela de N. granulata. Los valores de actividad 

Na+ ATPasa insensible a ouabaína se expresan en relación a la correspondiente actividad a pH 7,4 

(100 %). Los valores son la media ± E.S. para 3 a 4 individuos.  
 

 

DISCUSIÓN 

 

Los resultados de este capítulo muestran la existencia, en músculo de la quela del 

cangrejo eurihalino Neohelice granulata, de dos actividades Na+ ATPasas insensibles a 
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ouabaína: una actividad sensible a furosemida y una actividad insensible a furosemida (Figs. 

1.2 y 1.3).    

En varios tejidos animales se ha demostrado la existencia, además de la Na+/K+ 

ATPasa, de una Na+ ATPasa insensible a ouabaína (la llamada segunda bomba de sodio) (del 

Castillo et al. 1982; Caruso-Neves et al., 1997, 1998; Marin et al., 1990; Moretti et al., 1991;  

Pagliarani et al., 1996; Ventrella et al., 1990; 2001; Dópido et al., 2004). La diferente 

sensibilidad al glicósido ouabaína es una de las principales características distintivas entre las 

actividades ATPásicas coexistentes estimuladas por Na+ (Ventrella et al., 1987; Proverbio et 

al., 1991; Caruso-Neves et al., 2004; Pagliarani et al., 2007).  

La actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína de músculo de la quela de N. granulata 

mostró una menor sensibilidad al Na+ (Fig. 1.1 A) que lo reportado para mamíferos (del 

Castillo et al., 1982; Camejo et al., 1995) y túbulos de Malpighi del insecto Rhodnius prolixus 

(Caruso-Neves et al., 1998). Sin embargo,  la concentración de Na+ que produce la mitad de la 

estimulación máxima (K0,5) de la actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína en músculo de 

la quela de N. granulata (Fig. 1.1 A) fue similar a lo reportado para los protozoos 

Tripanosoma cruzi (Liozumi et al., 2006) y Leishmania amazonensis  (de Almeida-Amaral et 

al., 2008). 

La máxima inhibición de la actividad Na+ ATPasa sensible a furosemida en músculo de 

la quela de N. granulata se produjo en presencia de  furosemida 2 mM (Fig. 1.2). Esta 

concentración de furosemida inhibe totalmente la actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína 

de L. amazonensis, insectos hematófagos y mamíferos (del Castillo et al., 1982; Caruso-Neves 

y Lopes, 2000; Caruso-Neves et al., 2002; de Almeida-Amaral et al., 2008). Así, a  diferencia 

de lo reportado para mamíferos e insectos (Castillo et al., 1982; Caruso-Neves y Lopes, 2000),  

se encontró una actividad Na+ ATPasa insensible a furosemida en músculo de la quela de N. 

granulata (Fig. 1.3).  
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Las actividades Na+ ATPasas insensible y sensible a furosemida de músculo de la 

quela de N. granulata exhibieron características bioquímicas diferentes a la coexistente   

Na+/K+ ATPasa  (Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes, 2003a). A diferencia  de la actividad 

Na+/K+ ATPasa, las actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína se ajustaron a una 

cinética de tipo michaeliana en respuesta al ATP (Fig. 1.3). El comportamiento de las 

actividades Na+ ATPasas sensible e insensible a furosemida en respuesta al ATP fue similar a 

lo reportado para las actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína del protozoo L. 

amazonensis (Almeida-Amaral et al., 2008) y de riñón de cerdo (Caruso-Neves et al., 2002). 

Sin embargo, los valores de  Km de ambas actividades Na+ ATPasas en músculo de N. 

granulata  fueron menores a los reportados para las actividades Na+ ATPasas  de riñón de 

cobayo (del Castillo et al., 1982) y L. amazonensis (de Almeida-Amaral et al., 2008). Además, 

las actividades Na+ ATPasas sensible e insensible a furosemida de músculo de la quela de N. 

granulata (Fig. 1.5) mostraron una baja sensibilidad  a las variaciones de pH, dentro del rango  

estudiado, en comparación con la actividad Na+/K+ ATPasa (Pinoni, 2003; Pinoni y López 

Mañanes, 2003a). 

Por otro lado,  aunque las actividades Na+ ATPasas insensible y sensible a furosemida 

exhiben distintas características bioquímicas (sensibilidad a furosemida, valores de Km para el 

ATP,  respuesta al pH) (Figs. 1.2, 1.4, 1.5) se requiere mayor investigación  para establecer la 

existencia de diferentes isoformas de  Na+ ATPasas en músculo de la quela de N. granulata.  

En conclusión, los resultados de este capítulo muestran la presencia en músculo de la 

quela de N. granulata,  de dos actividades Na+ ATPasas: una actividad sensible a furosemida y 

una actividad  insensible a furosemida. Estas actividades son  co-existentes con  la actividad 

Na+/K+ ATPasa. Para nuestro conocimiento, este trabajo constituye el primero en demostrar la 

existencia de actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína en cangrejos eurihalinos.  
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CAPÍTULO 2:  

 
ACTIVIDADES DE FOSFATASA ALCALINA EN 

MÚSCULO DE LA QUELA DE Neohelice granulata 
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INTRODUCCIÓN 

  

 Muchos procesos biológicos son regulados por la formación (fosforilación) y el clivaje 

(defosforilación) de ésteres de fosfato, dos de las reacciones químicas  más cruciales llevadas 

a cabo por todos los organismos vivientes. El proceso de  defosforilación es catalizado por 

diferentes fosfatasas. Las fosfatasas alcalinas (AP) (EC 3.1.3.1) son metaloenzimas ubicuas, 

que catalizan la hidrólisis de monoésteres de fosfato de un amplio rango de sustratos a pH  

superiores a 7,0 (Ohkubo et al, 1974; Cyboron et al, 1982; Lau et al., 1985; Bortolato et al., 

2002; Angkawidjaja et al., 2006; Mugilova et al., 2007). Las AP han sido ampliamente 

estudiadas y caracterizadas en bacterias (revisión en Holtz y Kantrowitz, 1999; Angkawidjaja 

et al., 2006; Weichel et al., 2008) y en mamíferos, particularmente en humanos (Hoylaerts et 

al, 1997; Milan et al., 2001; Hessle et al., 2002; Ali et al., 2006 a,b; Nakano et al., 2006; 

Caseli et al., 2008).  

 En mamíferos, se han identificado varias formas de AP las cuales exhiben una  

distribución diferencial en distintos órganos y tejidos (Muginova et al., 2007; Sharp et al., 

2007). Las distintas formas de  AP en mamíferos exhiben  propiedades bioquímicas 

diferenciales entre ellas la distinta sensibilidad a inhibidores, tales como el levamisol (Van 

Belle, 1976; Cyboron et al., 1982; Chan y Stinson, 1986; Calhau et al., 2000; Ali et al., 2006a) 

y varios aminoácidos (fenilalanina, glicina, cisteína y arginina) (Pekasthy et al., 1972; 

Hoylaerts et al., 1997; Mota et al., 2008). La inhibición diferencial por levamisol y 

aminoácidos se utiliza comúnmente para identificar diferentes formas de AP de mamíferos 

(Van Belle, 1976; Cyboron et al., 1982; Chan y Stinson, 1986; Calhau et al., 2000; Ali et al., 

2006a; Mota et al., 2008). Las distintas isoenzimas e isoformas de AP han sido involucradas 

en varios procesos fisiológicos tales como la mineralización de cartílago y hueso (revisión en 

Warnes, 1972;  Cyboron, et al., 1982; Moss, 1992; Hessle et al., 2002; Balcerak et al., 2003; 



 25

Hoemann et al., 2008; Williford et al., 2008); metabolismo de hidratos de carbono, lípidos, 

nucleótidos y fosfolípidos (revisión en Pekarthy et al., 1972; Warnes, 1972; Register y 

Wuthier, 1984; Mahmood et al, 1994; Narisawa et al., 2003; Ali et al., 2006b; Nakano et al., 

2006), y la absorción, transporte de nutrientes y procesos de detoxificación en intestino 

(revisión en Warnes, 1972; Moss, 1992; Geddes y Philpott, 2008; Goldberg et al., 2008).  

En aves, se observó la relación directa entre la actividad de AP y la velocidad de 

mineralización del hueso (Tilgar et al., 2008). En anfibios, se ha sugerido que la AP está 

involucrada en respuestas osmorregulatorias (Dore et al., 2000). En la trucha Salmo gardnieri 

la respuesta de la actividad de AP en branquias e intestino frente a variaciones en la salinidad 

ambiental sugirió su participación en procesos osmorregulatorios (Gasser y Kirschner, 1987).  

En base a las variaciones diferenciales en la actividad en distintos órganos (hígado, músculo y 

riñón) de especies de peces se ha propuesto a la AP como marcadora de estrés (Majhi et al., 

2006). 

 En comparación con vertebrados, particularmente mamíferos, las AP en invertebrados 

han sido mucho menos estudiadas.  Se ha identificado y caracterizado parcialmente  la 

actividad de AP  en diferentes órganos y tejidos de invertebrados tales como hepatopáncreas 

del camarón Pandalus borealis (Olsen et al., 1991), tracto digestivo de larvas de la polilla 

Lymantria dispar (Lee et al, 1998), y del cangrejo verde Scylla serrata (Chen et al., 1996, 

1997, 2000, 2005; Park et al., 2001), en vísceras del bivalvo Pinctada fucata (Chen y Zhou, 

1999; Xiao et al., 2002), en varios órganos de la almeja Scrobicularia plana (Mazorra et al., 

2002) y en  tracto digestivo y túbulos de Malpighi del escarabajo Leptinotarsa decemlineata  

(Yi y Adams, 2002). En epitelio de hepatopáncreas de larvas del gusano de seda Bombix mori, 

se han identificado dos isoenzimas de AP (unida a membrana y soluble) con distinta 

antigenicidad y características bioquímicas, como la inhibición diferencial por levamisol y pH 

óptimo (revisión en Eguchi et al., 1995; Itoh et al., 1999). Sin embargo, el rol fisiológico de 
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las AP en invertebrados no ha sido siempre claramente establecido. En el cangrejo S. serrata, 

AP estaría involucrada en la absorción de fosfato y calcio a partir del agua de mar y en la 

formación del caparazón (Park et al., 2001). En Drosophila virilis, se observó una disminución 

en la actividad de AP luego de estrés por calor (Sukhanova et al., 1996).  Se ha propuesto a la 

actividad de AP como potencial  indicador bioquímico de estrés por diversos metales pesados 

en la almeja S. plana  (Mazorra et al., 2002), por cobre en el cangrejo de agua dulce  

Spiralothelphusa hydrodroma (SenthilKumar et al., 2007), y de toxicidad por naftaleno en el 

cangrejo S. serrata  (Elumalai y Balasubramanian, 1999; Vijayavel y Balasubramanian, 2006) 

y por endosulfán en el langostino Macrobrachium malcolmsonii (Bhavan y Geraldine, 2004). 

La AP en cangrejos eurihalinos ha sido escasamente estudiada. En el cangrejo 

Carcinus maenas, la exposición a metales induce una disminución de la actividad de AP en 

ovario (Elumalai et al., 2005). En branquias posteriores del cangrejo eurihalino Callinectes 

sapidus, se han encontrado dos actividades de AP, una levamisol sensible y otra levamisol 

insensible con una respuesta diferencial a la salinidad reducida (Lovett et al., 1994).  La 

respuesta de la actividad de AP en branquias posteriores de C. sapidus en condiciones de baja 

salinidad sugirió su rol en la modulación de la respuesta osmorregulatoria de este cangrejo, 

probablemente como efectora del aumento de la actividad Na+/K+ ATPasa branquial (Lovett et 

al., 1994). 

Hemos demostrado, previamente, la existencia en músculo de la quela de  N. granulata 

de la laguna costera de Mar Chiquita, de una alta actividad Na+/K+ATPasa en salinidad 

ambiental reducida lo que sugiere la  participación del músculo de la quela en mecanismos de 

ajuste secundarios a la hiperregulación (Pinoni, 2003).  En este contexto, hemos determinado 

preliminarmente la existencia de actividad de AP a pH 8,0 y 9,0 (actividad total de AP) en 

músculo de la quela (Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes, 2003 b). En la presente tesis, se 
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llevaron a cabo estudios de  caracterización de la actividad de AP   (presente Capítulo) y  el 

efecto de distintos factores sobre las actividades detectadas  (Capítulos 3 y 5). 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Productos químicos 

 

Tris (tris-hidroximetilamino-metano), EGTA (ácido etilenglicol N’, N’, N, N-

tetracético), SAB (seroalbúmina bovina) y levamisol (L [-]-2, 3, 5, 6-Tetrahidro-6-

fenilimidazol [2,1-b] thiazol hidrocloruro) fueron de Sigma (St. Louis, Mo., USA); pNP (p-

nitrofenol), sacarosa, sulfato de cobre y ácido clohídrico fueron de Merck (Darmstadt, 

Alemania); sulfato de magnesio, Coomasie Blue (G250) y pNPP (p-nitrofenilfosfato) fueron 

de Fluka (Alemania). Otros productos químicos utilizados fueron de grado analítico. Todas las 

soluciones se prepararon en agua destilada. 

 

Captura y mantenimiento de los animales 

 

Machos adultos de Neohelice granulata en intermuda (Drach y Tchernigovtzeff, 1967), 

con un ancho de caparazón mayor a 2,5 cm, se recolectaron en la planicie de marea de la 

laguna de Mar Chiquita (provincia de Buenos Aires, 37º32'-37º45’S; 57º19'-57º26’O). Los 

individuos se transportaron inmediatamente al laboratorio en recipientes con agua del sitio de 

recolección. Los cangrejos se mantuvieron al menos 10 días en acuarios en condiciones 

controladas de salinidad (35 ‰), temperatura (22  2º C) y fotoperíodo (12 h. luz/ 12 h. 

oscuridad). El agua se aireó y filtró permanentemente. Los acuarios se cubrieron con nylon 

negro para reducir disturbios. Los individuos fueron alimentados tres veces por semana con 



 28

alimento comercial (Cichlind T.E.N., Wardley, USA: 48 % hidratos de carbono, 40 % 

proteínas, 3 % grasas, 4 % fibras) (0,07 g por individuo) y fueron privados de alimento 48 h 

antes de los experimentos.  

 

Preparación de extractos enzimáticos 

 

Los cangrejos se crioanestesiaron  durante 20 minutos. Posteriormente, se separaron 

ambas quelas y se abrieron para extraer el  tejido muscular. Luego de pesar el tejido, se colocó 

inmediatamente en buffer de homogeneización (Sacarosa 0,25 M / EGTA -Tris 0,5 mM, pH 

7,4) (8 ml de buffer x g de tejido-1) y se homogeneizó en homogeneizador CAT (tool T10) en 

hielo. Para cada preparación se trabajó con músculo de ambas quelas extraídas de un único 

individuo. El homogenato se fraccionó en alícuotas, se agregó glicerol (1,3 % v/v) y almacenó 

a –20º C hasta su uso.  

 

Determinación de la actividad de AP 

 

La actividad de AP se determinó colorimétricamente midiendo la hidrólisis de pNPP 

en un medio conteniendo SO4Mg 4 mM en buffer Tris 100 mM / HCl (pH 7,7) en ausencia 

(actividad total de AP) y en presencia de levamisol 16 mM (actividad de AP insensible a 

levamisol). La actividad de AP sensible a levamisol fue estimada como la diferencia entre 

ambos ensayos. 

La cantidad adecuada de proteínas, entre 250 y 400 µg, (zona de linealidad de la curva 

de actividad versus concentración de proteínas del correspondiente homogenato de músculo) 

se agregó a la mezcla de reacción y se preincubó 5 minutos a 37º C. La reacción de fosfatasa 

se inició por la adición de pNPP (concentración final 9,5 mM). La incubación se realizó a  37º 
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C durante 30 min. La reacción se interrumpió mediante el agregado de 2 ml de KOH 0,1 M. El 

pNP liberado se cuantificó por medición de la absorbancia en 410 nm.  

Para otros estudios de caracterización, la actividad de AP se ensayó como se describió 

anteriormente pero en presencia de distintas concentraciones de pNPP o a diferente pH del 

medio de reacción según se indica para cada experimento. El efecto de la temperatura sobre la 

actividad de AP se determinó como se describió previamente pero variando la temperatura de 

incubación.  

Para estudiar el efecto del Cu2+ sobre las actividades de AP, la actividad se midió como 

se describió previamente pero en presencia de concentraciones crecientes de CuSO4 en el 

medio de reacción. 

La actividad de AP se expresó como nmoles pNP x min-1 x mg proteína-1. 

La determinación de la actividad enzimática se ensayó siempre con muestras que no 

fueron previamente descongeladas. El congelado de las muestras no alteró los valores de la 

actividad de AP. 

 

Determinación de la concentración de proteínas 

 

 La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Como 

estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg/ml). 

 

Análisis de resultados experimentales 

 

Los resultados experimentales del efecto del pNPP sobre la actividad de AP  fueron 

analizados por medio de regresión no lineal (ecuación de Michaelis-Menten: un sitio de unión) 

mediante el programa GraphPad Prism versión 2.01. El programa calcula el mejor ajuste de 
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los resultados experimentales a un modelo matemático dado. Las curvas que se muestran son 

las que mejor ajustan a los datos experimentales. Los valores de Km (constante de Michaelis-

Menten) fueron estimados por el programa a partir de esas curvas.  

I50 (concentración de levamisol que inhibe el 50 % de la actividad de AP sensible a 

levamisol) fue calculada a partir de la curva de inhibición (programa GraphPad Prism 2.01).               

 Se utilizó análisis de varianza para muestras repetidas (RM-ANOVA) para estimar la 

significancia estadística de las diferencias. Un p < 0,05 fue considerado como significativo. El 

análisis estadístico se realizó mediante el programa Sigma Stat 3.0.  

 

RESULTADOS 

 

Actividades de AP en músculo de la quela de Neohelice granulata: efecto del pH, levamisol y 

aminoácidos 

  

 Inicialmente, se determinó la actividad total de AP dentro del rango de pH de 7,4 a 9,0. 

La actividad de AP fue similar dentro del rango de pH de 7,4 a 8,0 (pH 8,0: 1699125 nmoles 

de pNP x min-1 x mg prot-1, respectivamente); mientras que a pH 9,0 la actividad fue de 

alrededor de un 37 % de la actividad a pH 8,0. Posteriormente, se estudió el efecto de 

concentraciones crecientes de levamisol sobre la actividad total de AP a pH 7,4; 7,7 y 8,0 (Fig. 

2.1). La actividad total de AP de músculo fue inhibida por levamisol en una manera 

dependiente de la dosis. La inhibición por levamisol reveló la presencia en músculo de la 

quela de N. granulata de dos actividades de AP (una sensible a levamisol y otra insensible a 

levamisol) (Fig. 2.1).  

 Se determinó el efecto del pH (7,4 - 9,0) sobre las actividades de AP encontradas en 

músculo de N. granulata (Fig. 2.2). La actividad de AP insensible a levamisol fue máxima a 
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pH 7,7 0 (1902150 nmoles de pNP x min-1 x mg prot-1). A pH 9,0, esta actividad fue sólo del 

34 % de la actividad a pH 7,7 (Fig. 2.2 A). La actividad de AP sensible a levamisol fue similar 

dentro del rango de pH de 7,4 a 8,0 (pH 7,7: 55798 nmoles de pNP x min-1 x mg prot-1); 

disminuyendo alrededor de un 60 % a pH 9,0 (Fig. 2.2 B).  

 I50 (concentración de levamisol que produjo el 50 % de la inhibición de la actividad de 

AP sensible a levamisol) fue, aproximadamente, 12 mM (Fig. 2.3). 

 Los aminoácidos glicina y cisteína (0,2-100,0 mM) no afectaron la actividad de AP 

insensible a levamisol ni la actividad de AP sensible a levamisol (datos no mostrados). 
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Figura 2.1. Actividad total de AP a pH 7,4 (A), 7,7 (B) y 8,0 (C) en músculo de la quela de N. 

granulata en presencia de levamisol (2-19 mM). La actividad específica en ausencia de levamisol 

se tomó como el 100%. Los valores son las medias ± E.S. para 3 individuos. Letras diferentes 

indican diferencia significativa (p<0,05). 
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Figura 2.2. Efecto del pH (7,4-9,0)  sobre las actividades 

de AP insensible a levamisol (A) y sensible a levamisol 
(B) en músculo de la quela de N. granulata. La actividad 

específica a pH 7,4 se tomó como el 100 %. Los valores 

son las medias ± E.S. para 3 individuos. Letras diferentes 

indican diferencia significativa (p<0,05). 
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Figura 2.3. Efecto del levamisol (2-16 mM) sobre la 

actividad de AP sensible a levamisol a pH 7,7 en músculo 
de la quela de N. granulata. La actividad máxima de AP 

sensible a levamisol se tomó como el 100 %. I50: 

concentración de levamisol que produce el 50 % de inhibición 

de la actividad de AP sensible a levamisol, se calculó por 

GraphPad Prism 2.01. Los valores son las medias ± E.S. para 

3 individuos.  

 

 

Efecto del pNPP sobre las actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata 

           

 La Fig. 2.4 muestra el efecto de concentraciones crecientes de pNPP sobre las actividades 

de AP a pH 7,7 en músculo de la quela de N. granulata. La actividad de AP insensible a 

levamisol y la actividad de AP sensible a levamisol exhibieron una cinética de tipo 

michaeliana (Km=0,79 y 1,42 mM, respectivamente).  
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Figura 2.4. Efecto del pNPP sobre las actividades de AP 

insensible a levamisol (A) y sensible a levamisol (B) a pH 7,7 en 
músculo de la quela de N. granulata. La correspondiente 

actividad de AP en presencia de pNPP 9,5 mM se tomó como el 

100 %. Las curvas son las que mejor ajustan a los datos 

experimentales (GraphPad Prism 2.01). Los valores son las medias 

± E.S. para 3 individuos. En algunos casos, las barras de error 

fueron menores a los símbolos usados. 
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Efecto de la temperatura sobre las actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata 

  

Las actividades de AP insensible a levamisol y sensible a levamisol a pH 7,7 fueron 

diferencialmente afectadas por la temperatura del medio de reacción (Fig. 2.5). La actividad 

insensible a levamisol se incrementó luego de un aumento de la temperatura de 5 a 30-37 ºC. 

A mayores temperaturas, la actividad de AP insensible a levamisol disminuyó, siendo a 45 y 

60 ºC alrededor de un 29 % de la actividad a 37 ºC (Fig. 2.5 A). La actividad de AP sensible a 

levamisol fue marcadamente sensible a la temperatura del medio de reacción. La actividad 

máxima se observó a 37 ºC. A menores (4-30 ºC) o mayores (45-60 ºC) temperaturas, esta 

actividad fue alrededor de un 16 % de la actividad a 37 ºC (Fig. 2.5 B). 
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Figura 2.5. Efecto de la temperatura (4-60 ºC)  sobre las actividades de AP insensible a levamisol 
(A) y sensible a levamisol (B) a pH 7,7 en músculo de la quela de N. granulata. La correspondiente 

actividad específica a 37 ºC se tomó como el 100 %. Los valores son las medias ± E.S. para 3 

individuos. En algunos casos, las barras de error fueron menores a los símbolos usados. Letras 

diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). 

 

 

 



 37

Efecto del Cu2+ sobre las actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata 

 

 En la Tabla 2.1 se muestra el efecto del Cu2+ en la mezcla de reacción sobre las 

actividades de AP insensible a levamisol y sensible a levamisol. Ambas actividades fueron 

fuertemente inhibidas por Cu2+ (63,1-81,8 % la actividad de AP insensible a levamisol y 77,8 - 

98,8 % la actividad de AP sensible a levamisol). No se observaron cambios significativos 

dentro del rango de Cu2+ utilizados (0,05-1,00 mM).  

 

Tabla 2.1. Efecto del Cu2+ sobre las actividades de AP  insensible a levamisol y sensible a 

levamisol en músculo de la quela de  N. granulata aclimatados a 35 ‰ de salinidad. 

 Inhibición (%) 

CuSO4 (mM) Actividad de AP 

Insensible a 

levamisol 

Actividad de AP 

Sensible a 

levamisol  

0,05 63,12,4* 77,85,1* 

0,20 74,33,1* 77,411,3* 

1,00 81,82,7* 98,81,3* 

 

La actividad específica en ausencia de CuSO4 fue tomada como el 100 %. Los valores son las 

medias ± E.S. para 3 individuos. * Indica diferencia significativa de la correspondiente actividad 

en ausencia de CuSO4  (p<0,05). 
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DISCUSIÓN 

 

Los resultados del presente capítulo muestran la existencia en músculo de la quela de 

Neohelice granulata de dos actividades de AP: una insensible a levamisol y una sensible a 

levamisol. En mamíferos, se han identificado varias isoformas e isoenzimas de AP las cuales 

difieren entre sí en inmunogenicidad, termoestabilidad, movilidad electroforética y 

sensibilidad a inhibidores (Pekarthy et al., 1972; McComb et al., 1979; Hoylaerts et al., 1997; 

Calhau et al., 2000; Dziedzjejko et al., 2005; Ali et al., 2006a; Sharp et al., 2007; Mota et al., 

2008). La inhibición diferencial por levamisol y aminoácidos se utiliza comúnmente para 

identificar diferentes formas de AP  (Van Belle, 1976; Cyboron et al., 1982; Chan y Stinson, 

1986; Calhau et al., 2000; Ali et al., 2006a; Mota et al., 2008). En  homogenatos de branquias 

posteriores del cangrejo eurihalino Callinectes sapidus  también se describió  la presencia de 

actividades de AP insensible y  sensible a levamisol (Lovett et al., 1994). Contrariamente a lo 

observado  para la actividad de AP de tracto digestivo del cangrejo Scylla serrata (Chen y 

Zhou, 1999; Zhu et al., 1999) y de branquias posteriores de C. sapidus (Lovett et al., 1994), las 

actividades de AP en músculo de la quela  de N. granulata fueron insensibles a los 

aminoácidos glicina y cisteína.  

 Las actividades de AP en mamíferos se caracterizan por exhibir un alto pH óptimo 

(Ohkubo et al., 1974; Cyboron y Wuthier, 1981; Chan y Stinson, 1986; Bortolato et al., 2002; 

Simao et al., 2007). Las actividades de AP de distintos órganos o tejidos de invertebrados 

exhiben un rango de pH óptimo entre 7,1 y 10,5 (Lovett et al., 1994; Funk et al., 2001; 

Mazorra et al., 2002; Xiao et al., 2002; Rodrigues et al., 2006). Los resultados del presente 

Capítulo muestran que las actividades de AP insensible y sensible a levamisol en músculo de 

la quela de N. granulata exhibieron una diferente respuesta al pH (Fig. 2.2).  La mayor 

actividad de AP insensible a levamisol en músculo de la quela de N. granulata a pH 7,7 
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concuerda con el pH óptimo para esta actividad en branquias posteriores de C. sapidus (Lovett 

et al., 1994). La actividad de AP sensible a levamisol en músculo de la quela de  N. granulata 

(Fig. 2.2) fue diferente a la respuesta de esta actividad en branquias posteriores de C. sapidus 

la cual exhibió un pH óptimo a 9,1 (Lovett et al., 1994). 

 El comportamiento cinético de Michaelis-Menten con respecto al pNPP de las 

actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata (Fig. 2.4), concuerda con lo 

descripto previamente para las actividades de AP insensible y sensible a levamisol en 

homogenatos de branquias de C. sapidus (Lovett et al., 1994) y para la AP purificada de tracto 

digestivo del cangrejo S. serrata (Chen et al., 2000). 

Las AP de diferentes tejidos animales muestran una sensibilidad variable a la 

temperatura (Olsen et al., 1991; Àsgeirsson et al., 1995; Funk et al., 2001; Bortolato et al., 

2002). En invertebrados, la temperatura óptima depende de la especie. Las actividades de AP 

insensible y sensible a levamisol en músculo de la quela de N. granulata fueron fuertemente 

afectadas por la temperatura de la mezcla de reacción,  aunque exhibieron una sensibilidad 

diferente (Fig. 2.5). La baja actividad de AP a altas temperaturas fue similar a lo descripto 

para la AP purificada de vísceras de Pinctada fucata (Xiao et al., 2002) y de tracto digestivo  

de S. serrata (Chen et al., 1997).  

El cobre es uno de los principales contaminantes marinos que produce la inhibición de 

varias enzimas en invertebrados (Brooks y Mills, 2003; Jing et al., 2006; Seo et al., 2006). Se 

ha observado la inhibición de la actividad de AP por Cu2+ en diferentes tejidos de los bivalvos 

Pinctada fucata (Xiao et al., 2002; Jing et al., 2006) y Scrobicularia plana (Mazorra et al., 

2002), y el cangrejo Scylla serrata (Chen et al., 2000). Estudios in vivo en N. granulata 

mostraron el efecto hipoglicemiante del cobre sugiriendo su acción como disruptor endócrino 

inhibiendo la secreción de la hormona hiperglicemiante de crustáceos (CHH) (Medesani et al., 

2001; 2004). Estudios in vitro han demostrado la inhibición de la actividad de anhidrasa 
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carbónica branquial por cobre  en N. granulata (Vitale et al., 1999), y se ha sugerido que éste, 

como otros contaminantes, pueden afectar la capacidad osmoionorregulatoria (revisión en 

Bianchini et al., 2008).  Las actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata fueron 

fuertemente inhibidas in vitro por cobre (Tabla 2.1). La inhibición in vitro por cobre de las 

actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata podría indicar su potencial uso en 

estudios ecotoxicológicos. Sin embargo, son necesarios más estudios acerca de la respuesta de 

estas actividades al cobre y otros metales pesados para establecer si podrían servir como 

indicadores de estrés debido a metales pesados. 

En conclusión, los resultados del  presente capítulo muestran la existencia de dos 

actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata: una actividad insensible a 

levamisol y una actividad sensible a levamisol con diferentes características bioquímicas. Si 

las características bioquímicas diferenciales de ambas actividades (sensibilidad a levamisol, 

Km, sensibilidad al pH y temperatura)  se debe a la presencia de distintas isoenzimas o 

isoformas de AP requiere mayor investigación.  
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CAPÍTULO 3:  

 
RESPUESTAS A SALINIDAD AMBIENTAL DE 

ACTIVIDADES Na+ ATPasas Y DE FOSFATASA 

ALCALINA EN MÚSCULO DE LA QUELA DE 

Neohelice granulata 
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INTRODUCCIÓN 

 

 La flexibilidad fenotípica involucra variaciones reversibles, dentro de un individuo, en 

respuesta a cambios espacio-temporales en las condiciones ambientales (Piersma y Drent, 

2003). Las variaciones en las condiciones externas (factores bióticos y abióticos) pueden 

disparar mecanismos de ajuste a nivel bioquímico, fisiológico, morfológico y/o 

comportamental (Kirschner, 1991, 2004; Bozinovic, 2003). Estas respuestas parecen ser 

dependientes de la especie, hábitat y tipo de estrés y no siempre se producen en forma 

conjunta. 

Los cangrejos eurihalinos que habitan zonas de mareas, aguas costeras y estuarios están 

expuestos a variaciones espacio-temporales marcadas en distintas condiciones ambientales, 

particularmente en la salinidad, la cual constituye una variable ambiental clave para la biología 

de los mismos (Chapman y Wang, 2001; Brockway et al. 2006). La supervivencia en 

ambientes de salinidad variable requiere de  estrategias a distintos niveles  para controlar los 

movimientos de agua e iones entre el organismo y el medio externo (revisión en Kirschner, 

1991; 2004).  

En salinidad reducida, los cangrejos hiperreguladores absorben activamente Na+ y Cl- 

desde el medio externo, a través de las branquias, compensando la pérdida de sales y 

regulando de esta manera las concentraciones iónicas en la hemolinfa (revisión en Lucu y 

Towle, 2003; Kirschner, 2004). La capacidad de los cangrejos hiperreguladores de adaptarse a 

salinidades reducidas involucra la activación de su maquinaria osmoionorregulatoria a 

distintos niveles (desde molecular a organismo). En general,  en las especies estudiadas, las 

branquias posteriores constituyen el sitio principal donde ocurren ajustes a nivel bioquímico 

involucrados en la toma activa de iones (revisión en Towle, 1993, 1997; Onken y Riestenpatt, 

1998; Ahearn et al., 1999; Onken et al. 2002: Morris, 2001; Towle y Weihrauch, 2001; 
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Kirschner, 2004; Lucu y Towle, 2003) (Luquet et al., 2002; Genovese et al., 2004; Lovett et 

al., 2006; Tsai y Lin, 2007; Lucu et al., 2008). La actividad Na+/K+ ATPasa en branquias 

posteriores constituye uno de los componentes centrales a nivel bioquímico del proceso 

ionorregulatorio (revisión en Towle, 1993, 1997; Towle y Weihrauch, 2001; Lucu y Towle, 

2003) (Lovett et al., 2006; Torres et al., 2007; Tsai and Lin, 2007; Lucu et al., 2008).  En el 

cangrejo eurihalino Cyrtograpsus angulatus, se ha sugerido que  también las branquias 

anteriores estarían involucradas  en la respuestas ionorregulatorias (López Mañanes et al., 

2002; Elhalem, 2003; Elhalem y López Mañanes, 2004). 

Las respuestas a nivel bioquímico en otros órganos y tejidos, tales como el músculo, 

frente a cambios en la salinidad ambiental han sido poco estudiadas. En Cancer irroratus, se 

produce una regulación del volumen celular en las fibras musculares bajo estrés hipoosmótico 

mediante el uso coordinado de iones inorgánicos y aminoácidos libres (Moran y Pierce, 1984).  

En músculo de la pata de Eriocheir sinensis, se producen ajustes asociados con la regulación 

del equilibrio ácido-base (Whiteley et al., 2001) y en músculo de Callinectes sapidus un 

incremento en el flujo de arginina quinasa (Holt and Kinsey, 2002), bajo condiciones de estrés 

hipoosmótico. Sin embargo, se conoce poco acerca de las respuestas de enzimas claves en 

músculo, probablemente involucradas en estos procesos.  

En varios tejidos animales, además de la bomba clásica de sodio, se demostró la 

coexistencia de una actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína (segunda bomba de sodio).  

En branquias del pez eurihalino Oncorhynchus mykiss, se sugirió el rol de la Na+ 

ATPasa insensible a ouabaína en la toma activa de sal a partir del medio en condiciones 

hipoosmóticas (Ventrella et al., 1992; 2001).  En enterocitos del pez Sparus aurata, la 

actividad Na+ ATPasa insensible a ouabaína desempeñaría un rol en el funcionamiento de 

procesos de transporte activo secundario y en  mecanismos osmoionorregulatorios  (Dópido et 

al., 2004). 
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 En túbulos de Malpighi de insectos del género Rhodnius, se ha sugerido el rol de la 

Na+ ATPasa en la homeostasis de agua e iones (revisión en Caruso-Neves y Lopes, 2000). En 

los bivalvos Tapes philippinarum y Mytilus galloprovincialis, la Na+ ATPasa participaría 

junto con la Na+/K+ ATPasa en la regulación de la concentración intracelular de Na+  por 

medio del bombeo de este ión hacia el exterior celular y se ha sugerido que podría 

reemplazarla bajo condiciones ambientales que inhiben diferencialmente a la bomba de sodio 

clásica (Pagliarani et al., 1996; 2006; 2008).  

La fosforilación y defosforilación de distintas proteínas constituyen mecanismos de 

vital importancia para la regulación de varios procesos, siendo esenciales en la comunicación 

de los estímulos externos a la célula produciendo cambios en las actividades y funciones de 

proteínas intracelulares. Los procesos de defosforilación están regulados por fosfatasas 

(revisión en Barford, 1999). Las fosfatasas alcalinas (AP) son enzimas ubicuas, encontradas en 

la mayoría de las especies, que catalizan la hidrólisis de monoésteres de fosfato de diversos 

sustratos (Ohkubo et al, 1974; Cyboron et al, 1982; Lau et al., 1985; Bortolato et al., 2002; 

Angkawidjaja et al., 2006; Muginova et al., 2007). En mamíferos, las AP han sido 

ampliamente estudiadas y ha sido demostrada su participación en diferentes procesos 

fisiológicos (revisión en Warnes, 1972; Pekarthy et al., 1972; Cyboron, 1982; Moss, 1992; 

Yang et al., 2000; Hessle et al., 2002; Hoemann et al., 2008; Geddes y Philpot et al., 2008).  

En anfibios, se sugirió que la AP está involucrada en el transporte cutáneo de iones y  

de esta manera, en la osmorregulación (Dore et al., 2000). En peces, se han encontrado 

cambios en la actividad de AP en condiciones de estrés ambiental por frío (Majhi et al., 2006). 

En la trucha Salmo gardnieri, la respuesta de la actividad de AP en branquias e intestino frente 

a variaciones en la salinidad ambiental sugiere su participación en procesos osmorregulatorios 

(Gasser y Kirschner, 1987).   
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El efecto de la salinidad ambiental sobre la  AP en cangrejos eurihalinos ha sido muy 

poco estudiado.  En branquias posteriores del cangrejo eurihalino Callinectes sapidus, se ha 

demostrado la presencia de una actividad de AP sensible a baja salinidad, sugiriendo el rol de 

esta enzima en la modulación de la respuesta osmoionorregulatoria en este cangrejo, 

probablemente como efectora de los cambios en la actividad Na+/K+ ATPasa  branquial 

(Lovett et al., 1992; Lovett et al, 1994).  

En trabajos previos en nuestro laboratorio, se demostró que N. granulata de la laguna de 

Mar Chiquita presenta flexibilidad a nivel bioquímico en branquias individuales frente a la 

salinidad ambiental. Así, se observaron respuestas diferenciales a salinidad reducida de 

actividades Na+/K+ ATPasa y de anhidrasa carbónica (Schleich et al., 2001; López Mañanes et 

al., 2002; Elhalem y López Mañanes, 2003). Además, demostramos la existencia en músculo 

de la quela de  N. granulata, de actividad Na+/K+ATPasa sensible a la salinidad ambiental.  El 

hecho que individuos de N. granulata expuestos a 10 ‰ de salinidad exhiben una mayor 

actividad Na+/K+ ATPasa en músculo de la quela que individuos mantenidos en condiciones 

de osmoionoconformación (35 ‰ de salinidad)  sugiere el rol del músculo en mecanismos de 

ajuste secundarios a la hiperregulación y de esta enzima como un componente involucrado en 

dichos ajustes (Pinoni, 2003). 

Se ha postulado como modelo general en cangrejos eurihalinos que la regulación a 

corto plazo frente a baja salinidad se produciría por un aumento en los niveles de dopamina 

(DA) que incrementaría la toma activa de iones vía la activación de la Na+/K+ ATPasa y que 

el segundo mensajero involucrado sería el AMPc (revisión en Morris, 2001; Lucu y Towle, 

2003). La modulación de las enzimas claves involucradas en mecanismos de ajuste frente a 

cambios en la salinidad ambiental por mensajeros mensajeros químicos en N. granulata ha 

sido poco estudiada. En branquias posteriores perfundidas de N. granulata  se encontró que 

la dopamina (DA) puede ser tanto estimulatoria como inhibitoria de la toma activa de iones 
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dependiendo de la condición fisiológica, y que, al menos parte de esta modulación, estaría 

regulada por la ruta de AMPc-PKA y protein fosfatasas (Genovese et al., 2006). En trabajos 

previos en nuestro laboratorio se demostró modulación tanto in vitro como in vivo de la 

actividad Na+/K+ ATPasa en branquias anteriores y posteriores a DA y dbAMPc (análogo 

permeable a membrana del AMPc) sugiriendo el rol de DA y del AMPc en la regulación de 

esta enzima (Schleich, et al., 1999). Por otro lado, la actividad Na+/K+ ATPasa en músculo de 

la quela no fue afectada in vivo por DA (Pinoni, 2003).  

En los capítulos anteriores de la presente Tesis se demostró la coexistencia en músculo 

de la quela de N. granulata de dos actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína (Capítulo 

1) además de la actividad Na+/K+ ATPasa previamente descripta  (Pinoni, 2003; Pinoni y 

López Mañanes, 2003 a) y de dos actividades de AP en músculo de la quela de este cangrejo: 

una actividad insensible y una sensible a levamisol (Capítulo 2). 

Como parte del estudio integrativo de mecanismos de ajuste frente a variaciones en 

condiciones ambientales, se estudió: 

 el efecto de salinidad ambiental reducida (10 ‰) sobre las actividades Na+ 

ATPasas insensibles a ouabaína en músculo de la quela de N. granulata;  

 el efecto de salinidad ambiental reducida (10 y 6 ‰) sobre la actividades de 

AP insensible y sensible a levamisol en músculo de la quela de N. granulata;  

 el efecto de un cambio abrupto a salinidad reducida (de 35 a 10 ‰) sobre las 

actividades de AP insensible y sensible a levamisol en músculo de la quela de 

N. granulata;  

 la posible regulación por mensajeros químicos intracelulares (AMPc, GMPc y 

calcio) de las actividades de AP insensible y sensible a levamisol en músculo 

de la quela de N. granulata en condiciones de  hiperregulación. 
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El estudio de las respuestas de las actividades de Na+ ATPasas  insensible y sensible a 

furosemida y de AP sensible e insensible a levamisol bajo condiciones de hiperregulación  

contribuye a un mejor entendimiento de la complejidad de los mecanismos bioquímicos 

subyacentes al proceso osmorregulatorio en este cangrejo. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 
Productos químicos 

 

Na2ATP (adenosin 5’-trifosfato, libre de vanadato), Tris-(hidroximetilamino-metano), 

EGTA (ácido etilenglicol N’, N’, N, N-tetracético), SAB (seroalbúmina bovina), levamisol (L 

[-]-2, 3, 5, 6-Tetrahidro-6-fenilimidazol [2,1-b] tiazol hidrocloruro), cóctel de inhibidores de 

proteasas (P2714), dbGMPc (dibutiril-guanosin monofosfato), dbAMPc (dibutiril-adenosin 

monofosfato), ouabaína (G-strofantina) y furosemida fueron de Sigma (St. Louis, Mo., USA); 

pNP (p-nitrofenol), azida sódica, sacarosa, ácido clorhídrico, cloruro de magnesio y  cloruro 

de sodio fueron de Merck (Darmstadt, Alemania); sulfato de magnesio, cloruro de potasio, 

pNPP (p-nitrofenilfosfato) y Coomasie Blue (G250) fueron de Fluka (Alemania). Otros 

productos químicos utilizados fueron de grado analítico. Todas las soluciones se prepararon en 

agua destilada. 

 

Captura y mantenimiento de los animales 

 

Se realizó según lo descripto en el Capítulo 1. 
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Para estudiar el efecto de la exposición a salinidad ambiental reducida sobre las 

actividades ATPásicas y de AP en músculo, los cangrejos se mantuvieron al menos 10 días en 

acuarios a 35 (agua de mar), 10 o 6 ‰ de salinidad (agua de mar diluída con agua destilada). 

Para estudiar el efecto de un cambio abrupto a salinidad ambiental reducida sobre las 

actividades de AP en músculo, los cangrejos se mantuvieron al menos 10 días en acuarios a 35 

‰ de salinidad (t0) y luego se transfirieron abruptamente a 10 ‰ de salinidad durante 2, 4 y 

24 h. 

 

Preparación de extractos enzimáticos 

 

Los cangrejos fueron crioanestesiados  durante 20 minutos. Luego, se pesaron, se 

cortaron las quelas y se extrajo inmediatamente el tejido muscular de las mismas, el cual se 

colocó en buffer de homogeneización (Sacarosa 0,25 M / EGTA -Tris 0,5 mM, pH 7,4) (8 ml 

de buffer x g de tejido-1) y se homogeneizó en homogeneizador CAT (tool T10) en hielo. Para 

cada preparación se trabajó con músculo de ambas quelas extraídas de un único individuo. Los 

homogenatos se fraccionaron y se utilizaron inmediatamente (medición de actividades 

ATPásicas) o se almacenaron a -20 ºC con glicerol 1,3 % p/v hasta su uso (medición de 

proteínas y actividades de AP).  

 

Determinación de las actividades  Na+ ATPasas insensibles a ouabaína  

 

Las actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína se determinaron como se 

describió en el Capítulo 1.  
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Determinación de la actividad  Na+/K+ ATPasa 

 

La actividad (Mg2+/Na+/K+) ATPasa (Actividad ATPásica total) se determinó 

colorimétricamente midiendo la hidrólisis de ATP en un medio de reacción conteniendo NaCl 

100 mM, KCl 30 mM, EGTA 0,5 mM, MgCl2 10 mM, en buffer Imidazol 20 mM (pH 7,4). La 

actividad  (Mg2+/Na+) ATPasa  (Actividad ATPásica Basal) se determinó en el mismo medio 

de reacción pero sin KCl y en presencia de 1 mM de ouabaína. La actividad Na+/K+ ATPasa se 

determinó como la diferencia entre ambos ensayos. La cantidad adecuada de proteínas (zona 

de linealidad de la curva de actividad versus concentración de proteínas del correspondiente 

homogenato) se agregó a la mezcla de reacción y se preincubó 5 min a 30º C. La reacción se 

inició por la adición de ATP (concentración final 13 mM). La incubación se llevó a cabo a 30º 

C durante 15 min. La reacción se interrumpió con el agregado de 2 ml del reactivo de Bonting 

(ácido sulfúrico 560 mM/ molibdato de amonio 8,1 mM y sulfato ferroso 176 mM). Luego de 

20 min a temperatura ambiente se cuantificó el Pi liberado midiendo la absorbancia en 700 nm 

del complejo fosfomolibdato reducido (Bonting, 1970). 

La actividad Na+/K+ ATPasa se expresó como nmoles Pi liberados x min-1 x mg de 

proteína-1. La determinación de la actividad enzimática se ensayó siempre el día de la 

preparación de los homogenatos con muestras que no fueron congeladas. 

 

Determinación de la actividad de AP 

 

 Las actividades de AP insensible y sensible a levamisol se determinaron como se 

describió en el Capítulo 2. 
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Determinación de la concentración de proteínas 

 

 La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Como 

estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg/ml). 

 

Determinación de osmolalidad y concentraciones de iones en hemolinfa 

 

Una muestra de hemolinfa (alrededor de 500 µl) se extrajo del seno infrabranquial por 

medio de una jeringa (enjuagada con anticoagulante buffer citrato de sodio pH 7,4) a partir de 

la base del quelípedo, se colocó en hielo (0ºC) y se centrifugó a 10.000 xg (Beckman, 

Microfuge, B) durante 30s. Las concentraciones de Na+ y K+ se determinaron por fotometría 

de llama (Radiometer Copenhagen, FLM3). Las concentraciones de Cl- se determinaron por 

un método colorimétrico (Kit Comercial Randox) basado en la formación de un complejo, 

Fe2,4,6-tri-(2-piridil)-1.3.5-triazina-sulfato ferroso, azul. La osmolalidad se cuantificó con un 

microosmómetro (Radiometer, Copenhagen, 3 MO). 

 

Estudios “in vitro” de mensajeros químicos sobre las actividades de AP en músculo de la 

quela 

 

 Los individuos fueron crioanestesiados durante 20 min y se extrajo el músculo de 

ambas quelas, se pesó, se secó y se fraccionó. Secciones de músculo (0,1 g de tejido para cada 

tratamiento) se incubaron a 30ºC con agitación constante (velocidad 6, baño Dubnoff) en 

medio de incubación (buffer ácido bórico 8,8 mM/Tris pH 7,6, NaCl 330, KCl  9 mM, Mg2Cl 

10 mM, cóctel inhibidor de proteasas 0,1 % p/v) en ausencia (control) o en presencia de 
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dbAMPc 10-4 M, Ca2+ 3 mM  o dbGMPc 10-4 M. A distintos tiempos luego de la incubación 

(15, 30, 60 y 90 min para dbAMPc y dbGMPc, y 15, 30, 60, 90 y 120 min para  Ca2+) se 

separó el tejido del medio de incubación por centrifugación a 10.000 x g durante 30 s 

(Beckman Microfuge B). Posteriormente, se determinaron las actividades de AP en 

homogenato de músculo de la quela.  Cada réplica se realizó con secciones de músculo de un 

mismo individuo. La composición del medio de incubación utilizado contenía la concentración 

de los principales osmolitos de la hemolinfa de N. granulata expuestos a 10 ‰ de salinidad 

(Tabla 3.1). 

 

Análisis de resultados experimentales 

 

El análisis estadístico fue realizado usando el programa Sigma-Stat 3.0 para Windows, 

el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas y normalidad. Para el 

estudio de las concentraciones de iones y osmolalidad en hemolinfa, y el efecto de la salinidad 

sobre las actividades Na+ ATPasas y de AP en músculo se realizó un análisis de varianza 

paramétrico (ANOVA de una vía) o no paramétrico (Kruskal-Wallis). Para identificar las 

diferencias se utilizó un test a posteriori (método Holm-Sidak). Para el estudio de agentes in 

vitro sobre las actividades de AP se realizó un análisis paramétrico (t-test para muestras 

apareadas) o no paramétrico (Wilcoxon). Un p<0,05 se consideró significativo.  
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RESULTADOS 

 
Efecto de la salinidad   sobre las actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína en músculo 

de la quela de Neohelice granulata 

 

Para estudiar el efecto de la salinidad sobre las actividades Na+ ATPasa insensible a 

furosemida y Na+ ATPasa sensible a furosemida en músculo de la quela los individuos  se 

expusieron a 35 y 10 ‰ de salinidad, salinidades a las cuales N. granulata de la laguna de Mar 

Chiquita osmoionoconforma e hiperregula respectivamente (Tabla 3.1).  

 

 

Tabla 3.1. Concentraciones de iones (mEq x l-1), osmolalidad (mOsm x kg-1) en hemolinfa de N. 

granulata expuestos a 35, 10 y 6 ‰ de salinidad.  

 

35 ‰ de salinidad 10 ‰ de salinidad 6 ‰ de salinidad 
  Medio Hemolinfa Medio Hemolinfa Medio Hemolinfa 

Na+ 427,9±19,9 419,3±14,9 148,2±8,1 341±13,1* 107,0±0,2 352,0±5,6* 
K+ 10,1±0,5 11,3±0,5 3,4±0,1 9,2±0,4* 2,2±0,1 10,9±1,3* 
Cl- 492,2±13,5 427,9±26,5 167,5±7,7 384,7±30,2* 92,1±0,3 280,3±4,7* 

Osmolalidad 902,9±52,2 868,8±14,0 311,5±5,6 689,7±48,3* N.D. N.D. 
 
* Indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente concentración del medio 
externo. Los valores son la media ± E.S. para 4 a 9 muestras.  N.D.: datos no determinados. 
 

 

En  individuos mantenidos a 35 ‰ de salinidad, el músculo de la quela exhibió una alta 

actividad Na+ ATPasa sensible a furosemida (108  15 nmoles Pi x min-1 x mg prot-1; Fig. 

3.1).  En 10 ‰ de salinidad, la actividad  Na+ ATPasa sensible a furosemida fue menor 

(alrededor de tres veces) en individuos expuestos a salinidad reducida que en individuos 

expuestos a 35 ‰ de salinidad (36  2 nmoles Pi x min-1 x mg prot-1) (Fig. 3.1).  
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La actividad  Na+ ATPasa insensible a furosemida en músculo de la quela de N. 

granulata expuestos a 35 ‰ de salinidad fue 15  7 nmoles Pi x min-1 x mg prot-1. En 

individuos mantenidos a salinidad reducida esta actividad fue similar que a la correspondiente 

actividad a 35 ‰ de salinidad (Fig. 3.1).  
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Figura 3.1. Efecto de la salinidad  sobre las actividades Na+ ATPasa insensible a 

furosemida (□) y Na+ ATPasa sensible a furosemida (■) en músculo de la quela de N. 

granulata. (■) Actividad Na+/K+ ATPasa. Los valores son la media ± E.S. para 5 a 9 

individuos. * indica diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a 

35 ‰ de salinidad (p<0,05).  
 

Efecto de la salinidad  sobre las actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata 

 

Para estudiar el efecto de la salinidad sobre las actividades de AP insensible a levamisol 

y sensible a levamisol en músculo de la quela, los individuos  se mantuvieron a 35 ‰ de 
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salinidad (condiciones de osmoionoconformación), y a 10 o 6 ‰ de salinidad (condiciones de 

hiperregulación; Tabla 3.1).  

En individuos expuestos a 35 ‰ de salinidad, el músculo de la quela de N. granulata exhibió 

una alta actividad de AP insensible a levamisol (1902 ± 150 nmoles de pNP x min-1 x mg prot-

1) (Fig. 3.2). En cangrejos expuestos a 10 ‰ de salinidad, la actividad de AP insensible a 

levamisol fue un 25 % menor (1439 ± 133 nmoles de pNP x min-1 x mg prot-1) que a 35 ‰ de 

salinidad. En  6 ‰ de salinidad esta actividad fue un 60 % menor (770 ± 58 nmoles de pNP x 

min-1 x mg prot-1) que la actividad en individuos expuestos a  35 ‰ de salinidad  y 

significativamente diferente a la correspondiente actividad a 10 ‰ de salinidad (Fig. 3.2).  
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Figura 3.2. Efecto de la salinidad  sobre las actividades de AP en músculo de la 

quela de N. granulata. (■): Actividad de AP insensible a levamisol. (■): Actividad de 

AP sensible a levamisol. Los valores son las medias ± E.S. de 4 a 8 individuos. * indica 

diferencia significativa con respecto a 35 ‰ de salinidad, + indica diferencia significativa 

con respecto a 10 ‰ de salinidad (p<0,05). 

 



 55

 La actividad de AP sensible a levamisol fue 557 ± 98 nmoles de pNP x min-1 x mg 

prot-1 en individuos expuestos a  35 ‰ de salinidad. Esta actividad fue similar en individuos 

mantenidos a  salinidades reducidas  (10 o 6 ‰) (Fig. 3.2).  

 

Efecto de un cambio abrupto a salinidad ambiental reducida sobre las actividades de AP en 

músculo de la quela de N. granulata 

 

En una primera serie de experimentos, se estudió el efecto de un cambio abrupto de 35 

a 10 ‰ de salinidad a corto plazo (2 y 4 h) sobre las actividades de AP. A estos tiempos, no se 

observaron cambios en las actividades de AP insensible y sensible a levamisol (datos no 

mostrados).  

En otra serie de experimentos, se estudió el efecto a largo plazo luego del cambio 

abrupto a salinidad reducida. A las 24 h luego de la transferencia a 10 ‰ de salinidad la 

actividad de AP insensible a levamisol fue significativamente menor (alrededor de un 15 %) 

que la correspondiente actividad en 35 ‰ de salinidad (Fig. 3.3 A). La actividad de AP 

sensible a levamisol no fue afectada por el cambio de salinidad (Fig. 3.3 B). 
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Figura 3.3. Efecto de un cambio abrupto a salinidad reducida 

sobre las actividades de AP insensible a levamisol (A) y sensible a 

levamisol (B) en músculo de la quela de N. granulata. Individuos 

expuestos a 35 ‰ de salinidad fueron transferidos abruptamente a 10 

‰ de salinidad. t0: individuos expuestos a 35 ‰ de salinidad; t24: 

24 h luego del cambio de salinidad. Los valores son las medias ± 

E.S. para 5 individuos. * Indica significativamente diferente a la 

correspondiente actividad antes de la transferencia (p<0.05). 
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Efecto de un cambio abrupto a salinidad ambiental reducida sobre las concentraciones de 

iones en hemolinfa de N. granulata 

 

Luego de 2 h de la transferencia a 10 ‰ de salinidad, la concentración de Na+, K+  y  

Cl-  en hemolinfa fue similar a 35 ‰ de salinidad. Luego de 4 h de la transferencia a salinidad 

reducida, ocurrió una leve disminución en las concentraciones de Na+ y  Cl- en hemolinfa de 

N. granulata. A las 24 h luego de la transferencia a salinidad reducida las concentraciones de 

Na+ y  Cl- en hemolinfa fueron menores que a las 4 h (Fig. 3.4 A y B). La concentración de 

Na+  en hemolinfa se mantuvo constante a partir de las 24 h luego de la transferencia (Fig. 3.4 

A), mientras que la concentración de Cl- a los 10 días fue similar a los valores antes de la 

transferencia (Fig. 3.4 B). La concentración de K+ en hemolinfa se mantuvo constante hasta 

las 24 h luego del cambio abrupto a salinidad reducida. A los 10 días a 10 ‰ de salinidad, la 

concentración fue levemente menor a la correspondiente concentración antes de la 

transferencia (Fig. 3.4 C). Las concentraciones de Na+, Cl- y K+ en hemolinfa se mantuvieron 

siempre por encima de las del medio a 10 ‰ de salinidad (Fig. 3.4). Así, N. granulata exhibió 

una capacidad hiperregulatoria, con respecto a estos iones, a corto plazo luego de un cambio 

abrupto a salinidad reducida. 
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Figura 3.4. Efecto de un cambio abrupto a salinidad reducida sobre las concentraciones de iones 

en hemolinfa de N. granulata. Individuos mantenidos a 35‰ de salinidad fueron transferidos a 10‰ 

de salinidad. (A) Na+, (B) Cl-, (C) K+. Las líneas punteadas superior e inferior indican la concentración 

de iones en el medio a 35 y 10 ‰ de salinidad, respectivamente. Los valores son las medias ± E.S. para 

4 individuos. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05). 

 

 

Estudios sobre el efecto “in vitro” de mensajeros químicos intracelulares sobre las 

actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata 

 

Se estudió el efecto in vitro de dbAMPc, dbGMPc (análogos permeables a membrana 

del AMPc y del GMPc respectivamente) y Ca2+ sobre las actividades de AP insensible y 

sensible a levamisol en músculo de la quela de N. granulata en individuos expuestos a 10 ‰ 
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de salinidad. dbAMPc 10-4 M y Ca2+  3 mM no afectaron las actividades de AP insensible o 

sensible a levamisol (datos no mostrados). dbGMPc 10-4 M produjo una disminución de la 

actividad de AP sensible a levamisol luego de 90 min de incubación (Fig. 3.5 A) mientras 

que la actividad de AP insensible a levamisol no fue afectada (Fig. 3.5 B).   

A

15 30 60 90
0

500

1000

1500

2000

tiempo (min)

Ac
tiv

id
ad

 e
sp

ec
ífi

ca
 d

e
AP

 (n
m

ol
es

pN
Px

m
in

-1
xm

g 
pr

ot
-1

)

B

15 30 60 90
0

250

500

750

*

tiempo (min)

A
ct

iv
id

ad
 e

sp
ec

ífi
ca

 d
e

A
P 

(n
m

ol
es

pN
Px

m
in

-1
xm

g 
pr

ot
-1

)

 
Figura 3.5. Efecto de dbGMPc 10-4 M sobre la actividad de AP 

insensible a levamisol (A) y sensible a levamisol (B) en músculo de la 

quela de N. granulata. Los valores son las medias ± E.S. para 5 individuos.  

* Indica significativamente diferente con respecto al correspondiente 

control en ausencia de dbGMPc. Barras llenas: control; barras a rayas: 

dbGMPc. 
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DISCUSIÓN 

 

Los resultados del presente capítulo muestran la respuesta diferencial a salinidad 

ambiental de las actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína y de las actividades de AP 

en músculo de la quela de Neohelice granulata de la laguna de Mar Chiquita. 

Las actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína en músculo de la quela de N. 

granulata exhibieron una respuesta diferente de la coexistente actividad Na+/K+ ATPasa (Fig. 

3.1). A diferencia de la actividad Na+/K+ ATPasa, la actividad Na+ ATPasa sensible a 

furosemida fue alta en individuos expuestos a 35 ‰ de salinidad. Así, la actividad Na+ 

ATPasa sensible a furosemida parece ser predominante en condiciones de 

osmoionoconformación (Fig. 3.1). Esto concuerda con lo observado en branquias del mejillón 

Mytilus edulis, en el cual, la actividad  Na+ ATPasa insensible a ouabaína fue mayor que la 

coexistente Na+/K+ ATPasa (Howland y Faus, 1985). La menor actividad Na+ ATPasa 

sensible a furosemida en músculo de la quela de individuos expuestos a baja salinidad (10 ‰) 

junto con el incremento de la actividad Na+/K+ ATPasa sugieren que una regulación 

coordinada de ambas actividades podría constituir una de las respuestas secundarias a la 

hiperregulación en N. granulata. La respuesta antagónica de ambas actividades a la salinidad 

ambiental podría sugerir un diferente rol fisiológico de las mismas bajo condiciones de 

hiperregulación y osmoconformación. La Na+ ATPasa sensible a furosemida podría tener un 

rol de mantenimiento, en condiciones de osmoionoconformación, del gradiente de Na+ 

necesario para la actividad de sistemas de transporte dependientes de este ión involucrados en 

funciones celulares esenciales (por ej., mantenimiento del pH y volumen celular). En 

mamíferos, se ha sugerido un rol de la Na+ ATPasa insensible a ouabaína en la reabsorción de 

Na+ en riñón (revisión en Caruso-Neves et al., 2001), en la regulación del volumen celular en 

riñón y sarcolema cardíaco (Proverbio et al., 1991; Camejo et al., 1995), en el transporte 
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transepitelial de sodio en intestino (del Castillo et al., 2005) y en la regulación del balance de 

sodio y presión sanguínea (Beltowski et al., 2004). En estudios in vitro en músculo de la 

mandíbula de N. granulata, se ha observado que la toma activa de aminoácidos dependiente de 

sodio, bajo condiciones de estrés hiperosmótico, no es afectada por ouabaína (Schein et al., 

2005 a). Si la  actividad Na+ ATPasa sensible a furosemida encontrada en músculo de la quela 

de N. granulata está involucrada en este proceso requiere mayor investigación.   

El músculo de cangrejos eurihalinos ha sido involucrado en la regulación de volumen 

celular (Lang y Gaener, 1969; Moran y Pierce, 1984), balance ácido base (Whiteley et al., 

2001), así como también fuente de energía para la movilización de lípidos (Luvizotto-Santos 

et al., 2003) bajo estrés hipoosmótico. En salinidad reducida, cuando la  actividad Na+ ATPasa 

sensible a furosemida  es baja,  la Na+/K+ ATPasa podría desempeñar el rol principal en el 

mantenimiento del gradiente de Na+ necesario para el funcionamiento de sistemas de 

transporte probablemente involucrados en estos procesos secundarios a la  hiperregulación.   

En diferentes órganos de vertebrados e invertebrados, también se encontró una 

respuesta diferente a las condiciones ambientales de las coexistentes actividades Na+/K+ 

ATPasa y Na+ ATPasa insensible a ouabaína. En branquias de la trucha Oncorhynchus mykiss,  

ambas actividades son afectadas diferencialmente por la salinidad ambiental, y se sugirió el rol 

prevalente de la Na+ ATPasa insensible a ouabaína en condiciones hipoosmóticas (Ventrella et 

al., 1992; 2001). En túbulos de Malpighi del insecto Rhodnius neglectus, la actividad Na+/K+ 

ATPasa es inhibida durante la exposición a un medio hiperosmótico, mientras que la actividad 

Na+ ATPasa insensible a ouabaína no es afectada en estas condiciones (revisión en Caruso-

Neves y Lopes, 2000). En branquias y manto de bivalvos, las actividades Na+/K+ ATPasa y 

Na+ ATPasa insensible a ouabaína son diferencialmente afectadas por químicos exógenos 

(Pagliarani et al., 2006) y por la exposición a amonio-nitrógeno (Pagliarani et al., 2008).  
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Si los cambios en las actividades Na+/K+ ATPasa y Na+ ATPasas insensibles a 

ouabaína en músculo de la quela de N. granulata en respuesta a la salinidad ambiental implica 

la modulación de enzimas preexistentes (por ej., por variaciones en la concentración 

intracelular de Na+, activación/inhibición por mensajeros químicos, cambios en la 

composición fosfolipídica de membrana plasmática) o síntesis/degradación de proteínas 

requiere mayor investigación. Más aún, las respuestas diferenciales de estas actividades a la 

salinidad podrían relacionarse con una distinta sensibilidad de las mismas a dichos 

mecanismos de regulación. 

El rol de AP en la respuesta a salinidad ambiental en cangrejos eurihalinos ha sido 

poco estudiado. En branquias posteriores del cangrejo eurihalino Carcinus maenas, se observó 

una disminución en la actividad de AP luego de la aclimatación a salinidad reducida. En base 

a la respuesta antagónica de las actividades Na+/K+ ATPasa y de AP estos autores sugirieron 

que la AP podría ser un efector de los cambios en la actividad Na+/K+ ATPasa  branquial 

(Lovett et al., 1994).  La actividad de AP podría estar involucrada en la regulación de la 

síntesis o transporte de poliaminas las cuales son moduladores de la Na+/K+ ATPasa (Lovett et 

al., 1992; 1994). 

La menor actividad de AP insensible a levamisol en músculo de la quela de N. 

granulata luego de la exposición a salinidades reducidas (10 y 6 ‰), salinidades a las cuales  

este cangrejo se comporta como hiperregulador (Tabla 3.1), sugiere que la AP insensible a 

levamisol podría ser un componente de mecanismos de ajuste asociados a la hiperregulación.  

La respuesta antagónica a la salinidad ambiental encontrada entre la actividad de AP 

insensible a levamisol (Fig. 3.2) y la actividad Na+/K+ ATPasa (Fig. 3.1) en músculo de la 

quela de N. granulata podría sugerir una relación fisiológica entre ambas actividades como fue 

sugerido para branquias de C. sapidus (Lovett et al., 1994). Por otro lado, el hecho de que la 

actividad de AP insensible a levamisol en músculo de la quela fue menor en 6  que en 10 ‰  
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de salinidad sugiriere que la respuesta de esta actividad es dependiente del grado de estrés 

salino (Fig. 3.2). Más aún,  el hecho que N. granulata exhibió una capacidad hiperregulatoria 

similar con respecto al Na+, Cl- y K+ en hemolinfa en 10 y 6 ‰ de salinidad, sugiere que la 

diferencia en la actividad de AP insensible a levamisol en estas salinidades podría constituir 

un ajuste secundario relacionado con el mantenimiento de la capacidad hiperregulatoria en un 

amplio margen de salinidad reducida.  Para otros cangrejos hiperreguladores se ha sugerido 

una correlación entre la actividad y/o expresión de la Na+/K+ ATPasa branquial y el grado de 

adaptación al gradiente de salinidad al que son expuestos (Torres et al., 2007; revisión en 

Freire et al., 2008).  

Trabajos previos en nuestro laboratorio demostraron que en branquias individuales 

posteriores (7 y 8)  de N. granulata de la laguna de Mar Chiquita ocurre un aumento de la 

actividad Na+/K+ ATPasa luego de 4 h del cambio abrupto de 35 a 10 ‰ de salinidad, 

mostrando la activación a corto plazo de mecanismos hiperregulatorios en este cangrejo 

(Schleich et al., 2001).  Los resultados de la presente Tesis muestran que N. granulata de la 

laguna de Mar Chiquita exhibe una fuerte capacidad hiperregulatoria luego de 2 h de un 

cambio abrupto de 35 a 10 ‰ de salinidad (Fig. 3.4). En este contexto,  la disminución de la 

actividad de AP insensible a levamisol luego de 24 h de un cambio abrupto a salinidad 

reducida (Fig. 3.3) sugiere que el músculo y esta actividad podrían estar involucrados en 

ajustes a corto plazo, posteriores y secundarios a la activación de la maquinaria 

hiperregulatoria branquial. 

La actividad de AP insensible a levamisol podría tener un rol en procesos de regulación 

por defosforilación/fosforilación de distintos componentes (por ej. proteínas de transporte) 

posiblemente involucrados en mecanismos de ajuste secundarios a la hiperregulación en 

músculo. Así, por ejemplo, en varios tejidos animales se ha descripto que la Na+/K+ ATPasa y 

otros sistemas de transporte involucrados  en el mantenimiento del medio interno son 
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regulados por procesos de fosforilación/defosforilación (revisión en Ewart y Klip, 1995; 

Therien y Blostein, 2000; Morris, 2001; Mc Mullen et al., 2008).  

La respuesta a corto plazo de la actividad de AP insensible a levamisol en músculo de 

la quela luego de un cambio abrupto a salinidad reducida (Fig. 3.3) sugiere la regulación de 

esta actividad por mensajeros químicos. En N. granulata, se ha demostrado que distintas 

aminas biogénicas (DA, serotonina, octopamina) afectan el transporte de iones y la Na+/K+ 

ATPasa branquial vía la ruta del AMPc sugiriendo el rol de este mensajero  químico 

intracelular en la modulación del proceso de hiperregulación (Schleich et al., 1999; Morris, 

2001; Elhalem y López Mañanes, 2003; Genovese et al., 2006; Lucu et al., 2008). En el 

cangrejo Carcinus maenas, un estrés hipoosmótico produce un incremento en los niveles de la 

CHH (hormona hiperglicemiante de crustáceos), la cual parece estar acoplada a la vía de 

trasducción de señales del GMPc en branquias y hepatopáncreas, sugiriendo un posible rol 

osmoionorregulatorio de esta hormona y de este segundo mensajero (Chung y Webster, 2006). 

En crustáceos, el Ca2+ ha sido implicado también como segundo mensajero inducido por la 

CHH el cual estimula la formación de AMPc y GMPc (Smullen et al., 1996). dbAMPc (10-4 

M) o  Ca2+ 3 mM in vitro no afectaron las actividades de AP insensible y sensible a levamisol 

en músculo de la quela de N. granulata. Por otro lado, la actividad de AP sensible a levamisol 

en músculo de la quela de N. granulata fue inhibida por dbGMPc (Fig. 3.5) sugiriendo la 

regulación diferencial de esta actividad por la vía del GMPc. Se necesitan más estudios para 

conocer la implicancia fisiológica de la regulación de la actividad de AP sensible a levamisol 

en músculo de la quela de N. granulata por GMPc en condiciones de hiperregulación y cuál es 

el mensajero químico primario que la desencadena.  La ausencia de efecto encontrada por 

parte de AMPc, GMPc y Ca2+ sobre la actividad de AP insensible a levamisol sugiere que los 

incrementos de esta actividad en condiciones de salinidad reducida no serían regulados por las 

rutas de trasducción de señales de los mismos. Sin embargo, se requieren más estudios (por ej. 
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curvas dosis respuesta, estudios in vivo, estudios en condiciones de osmoconformación) antes 

de descartar la participación de estos mensajeros intracelulares en la regulación de la actividad 

de AP insensible a levamisol en músculo de la quela de N. granulata. 

En conclusión, el músculo de la quela de N. granulata presenta una actividad Na+ 

ATPasa sensible a furosemida y una actividad de AP insensible a levamisol que disminuyen a 

salinidad reducida. La hiperregulación requeriría una reorganización a nivel bioquímico que 

en músculo implica la respuesta de actividad de enzimas clave (Na+/K+ ATPasa, Na+ ATPasa 

sensible a furosemida, AP insensible a levamisol) posiblemente involucradas en mecanismos 

de ajuste secundarios a este proceso (por ej., regulación del volumen celular, equilibrio ácido 

base, movilización de sustratos de energía). Por otro lado, la respuesta diferencial de las 

actividades enzimáticas estudiadas sugiere  un alto grado de flexibilidad a nivel bioquímico de 

este cangrejo lo que le permitiría hacer frente a las variaciones en la salinidad ambiental que 

ocurren en su ambiente natural. Futuros estudios deberán focalizarse en establecer el exacto 

rol fisiológico de estas actividades de músculo en la respuesta integrativa a variaciones en las 

condiciones ambientales y/o fisiológicas de N. granulata y así permitir un mejor conocimiento 

de los múltiples mecanismos de ajuste subyacentes al mantenimiento del medio interno de este 

cangrejo. 
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CAPÍTULO 4:  

 
ACTIVIDADES DE FOSFATASA ALCALINA Y 

PROTEOLÍTICA EN HEPATOPÁNCREAS DE 

Neohelice granulata: RESPUESTAS A SALINIDAD  
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INTRODUCCIÓN 

 

Para hacer frente a cambios temporales en las demandas de energía disparados por 

variaciones en las condiciones externas y/o internas  los organismos deben presentar 

estrategias a distintos niveles que permitan el ajuste del presupuesto energético. Los procesos 

de digestión y absorción del alimento constituyen restricciones que limitan la tasa de 

asimilación  de nutrientes y el presupuesto energético de los organismos (Bozinovic, 2003, 

Sabat et al., 1999; Caviedes-Vidal et al., 2000; Balslev-Clausen et al., 2003; del Valle et al., 

2004; 2006). La modificación de la capacidad digestiva constituye uno de los mecanismos de 

ajuste mediante el cual los organismos responden a cambios en las condiciones externas o 

internas que impliquen una demanda incrementada de energía (Naya et al., 2007). En 

vertebrados, se ha demostrado que la capacidad digestiva puede ser incrementada en respuesta 

a distintos tipos de estrés a través de cambios en el tamaño de los órganos digestivos, 

variaciones en la actividad de enzimas digestivas y/o mecanismos de transporte de nutrientes. 

La actividad de enzimas digestivas constituye uno de los factores claves que afecta la 

capacidad digestiva de los organismos. En varios vertebrados, la modulación diferencial de la 

actividad de enzimas digestivas específicas (ej. proteasas) constituye  una importante respuesta 

a nivel bioquímico que permitiría incrementar la tasa de asimilación y, en consecuencia, el 

nivel de ganancia y utilización de energía (Caviedes-Vidal et al., 2000; del Valle et al., 2004; 

2006;  Naya et al., 2007; del Valle y López Mañanes, 2008).  Otras enzimas claves en este 

proceso serían distintas fosfatasas alcalinas (AP), las cuales participan en el mantenimiento de 

diversas funciones esenciales del tracto digestivo de  vertebrados (revisión en Warnes, 1972; 

Moss, 1992; Akiba et al., 2007; Hansen et al., 2007; Geddes y Philpot et al., 2008; Goldberg et 

al., 2008). En mamíferos, las AP de tracto digestivo  participan en diversas funciones, tales 

como la digestión y la absorción de lípidos (Mahmood et al., 2003; Hansen et al., 2007), 
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hidrólisis de fosfatos orgánicos de la dieta (Akiba et al., 2007) y detoxificación en intestino 

(Goldberg et al., 2008; revisión en Geddes y Philpott, 2008).  Las proteasas o enzimas 

proteolíticas catalizan  la hidrólisis de uniones peptídicas y facilitan la digestión de proteínas 

provenientes de la dieta (revisión en García Carreño, 1993, Hara et al., 2000) 

El hepatopáncreas o glándula digestiva de crustáceos secreta grandes cantidades de 

enzimas digestivas. Las enzimas presentes en el jugo gástrico son sintetizadas en el 

hepatopáncreas y secretadas posteriormente hacia la cámara gástrica (Dall y Moriarty 1983; 

Icely y Nott 1992; McGaw y Reiber 2000).  Además de su rol en la síntesis y secreción de  

enzimas digestivas, el hepatopáncreas de crustáceos cumple diversas funciones tales como 

absorción de productos dietarios digeridos, metabolismo de proteínas, lípidos e hidratos de 

carbono, distribución de reservas almacenadas durante los períodos de intermuda y 

catabolismo de compuestos orgánicos (revisión en Ceccaldi, 1989; Lovett y Felder, 1990b; 

Rosas et al., 1995; Ceccaldi, 1997; Lavarías et al., 2006; 2007; Hu y Leung, 2007).  

En varios crustáceos se demostró la existencia de actividad de AP en hepatopáncreas 

(Momin y Ragnekeer, 1974; Barker y Gibson, 1977; Olsen et al., 1991; Vijayavel y 

Balabramanian, 2006). Sin embargo, su exacto rol fisiológico no ha sido aún determinado. En 

Homarus gammarus, se ha demostrado que la AP es una de las enzimas liberadas a partir del 

hepatopáncreas durante el proceso de digestión (Barker y Gibson, 1977). 

El hepatopáncreas de crustáceos decápodos sintetiza enzimas proteolíticas altamente 

activas  (Van Wormhoudt, 1980; Lovett y Felder, 1990 b; García-Carreño, 1992; García-

Carreño et al., 1994; Navarrete del Toro et al., 2006; revisión en Muhlia-Almazán et al., 2008) 

que son liberadas hacia el estómago cardíaco donde facilitan el primer paso en la hidrólisis de 

los péptidos provenientes de la dieta (Barker y Gibson, 1977; Díaz Tenorio et al., 2006; 

Navarrete del Toro et al., 2006).  Así, la digestión proteica comienza en la cámara gástrica con 

enzimas del hepatopáncreas. 
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En crustáceos, es conocida la regulación de enzimas digestivas por la dieta, los ritmos 

cronobiológicos, durante el desarrollo ontogénico y durante la muda (van Wormhoudt et al., 

1980; Lovett y Felder, 1990 a, b;  Muhlia-Almazán y García-Carreño, 2002; Muhlia-Almazán 

et al., 2003; Saborowski, et al., 2006; Perera et al., 2008). Sin embargo son escasos los 

estudios sobre el efecto de otros factores ambientales tales como la salinidad ambiental. En el 

camarón blanco Litopenaeus vannamei, se ha observado la existencia de actividad de tripsina 

sensible a salinidad ambiental (Li et al., 2008). 

En salinidad reducida, los cangrejos hiperreguladores absorben activamente Na+ y Cl- 

desde el medio externo a través de las branquias para compensar la pérdida de sales, en un 

proceso con alto costo de energía (revisión en Lucu y Towle, 2003; Kirschner, 2004; Normant 

y Gibowicz; 2008). En los cangrejos eurihalinos Rhithropanopeus harrisii y del género 

Callinectes se ha demostrado que la hiperregulación involucra ajustes en la tasa metabólica y  

en la actividad de enzimas implicadas en la generación de ATP en las branquias (Kinsey et al., 

2003; Stickle et al., 2007; Normant y Gibowicz, 2008). Así, la hiperregulación requiere una 

reorganización metabólica para soportar las demandas aumentadas de energía asociadas con  

la activación de la maquinaria osmoionorregulatoria.  Sin embargo, faltan  estudios sobre  

mecanismos de ajustes digestivos, particularmente  a nivel bioquímico, que permitirían ajustes 

en la eficiencia digestiva, y de esta manera en el presupuesto energético, para hacer frente a las 

demandas incrementadas de energía asociadas a la hiperregulación. En este contexto, no se 

han realizado aún estudios sobre el efecto de la salinidad ambiental sobre la actividad de 

enzimas digestivas en hepatopáncreas en condiciones osmorregulatorias diferenciales (ej. 

hiperregulación, osmoconformación). Más aún, faltan estudios de localización  y 

caracterización de enzimas digestivas presentes en hepatopáncreas de cangrejos 

osmorreguladores. 
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Debido a la importancia del mecanismo de hiperregulación para la supervivencia e 

historia de vida del cangrejo eurihalino  Neohelice granulata se han realizado diversos 

estudios para determinar los componentes implicados en el transporte activo de iones en 

branquias. Así, se han realizado estudios sobre sistemas de transporte y enzimas branquiales 

involucrados en respuestas a baja salinidad  (Schleich et al., 2001; Luquet et al., 2005; 

Genovese et al., 2006; Tresguerres et al., 2008; revisión en Bianchini et al., 2008). Sin 

embargo, están poco comprendidos aún los mecanismos de ajuste a nivel bioquímico en 

respuesta a salinidad ambiental en otros órganos y tejidos (ej, hepatopáncreas).  En individuos 

de N. granulata de la laguna Tramandaí (Rio Grande do Sul, Brasil)  la gluconeogénesis en el 

hepatopáncreas constituiría una de las rutas metabólicas implicadas en el ajuste del pool de 

aminoácidos durante un estrés hipoosmótico (Oliveira y da Silva, 2000).  Estudios in vitro con 

secciones de hepatopáncreas demostraron la existencia de ajustes asociados a la 

gluconeogénesis en respuesta a estrés hipoosmótico (Oliveira et al., 2000; Schein et al., 2005 

a) y de un incremento de osmolitos orgánicos en repuesta a estrés hiperosmótico (Jahn et al., 

2006).  Sin embargo, faltan estudios de localización, caracterización y regulación de 

actividades enzimáticas posiblemente involucradas en estos procesos tales como  AP y 

proteasas. Más aún,  para nuestro conocimiento, no se han realizado estudios sobre el efecto de 

la salinidad sobre enzimas digestivas en hepatopáncreas de N. granulata. 

N. granulata de la zona de planicie de mareas  exhibe una fuerte capacidad 

hiperregulatoria en condiciones de salinidad reducida (Schleich et al., 2001; Capítulo 3, 

presente Tesis). Paralelamente a la hiperregulación, hemos demostrado que este cangrejo 

exhibe incrementos diferenciales a corto y largo plazo en la actividad Na+/K+ ATPasa en 

branquias anteriores (4 y 5) y posteriores (7 y 8) (Schleich et al., 2001) y  una mayor actividad 

de  esta enzima  en músculo de la quela (Pinoni, 2003).  Además, hemos demostrado la 

respuesta de  actividades Na+ ATPasa sensible a furosemida  y de AP insensible a levamisol 
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en músculo de la quela a salinidad reducida (Capítulo 3, presente Tesis). La respuesta a 

salinidad reducida de la  Na+/K+ ATPasa en branquias individuales y de las actividades de 

Na+/K+ ATPasa, Na+ ATPasa sensible a furosemida  y de AP insensible a levamisol en 

músculo de la quela  sugiere la existencia de mecanismos de ajustes coordinados a nivel 

bioquímico en N. granulata  asociados a la hiperregulación, que, además, podrían implicar 

demandas diferenciales de energía (ej. cambios en la actividad de ATPasas).  

En este capítulo se describen los estudios realizados para determinar: 

 la existencia de actividades de AP y proteolítica en hepatopáncreas de N. 

granulata 

  el efecto de la baja salinidad ambiental   sobre las actividades de AP  y  

proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata.  

 el efecto de la baja salinidad ambiental sobre las actividades de AP  y  

proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata  a distintos tiempos luego de la 

ingesta de alimento 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 
Productos químicos 

 

Tris-(hidroximetilamino-metano), EGTA (ácido etilenglicol N’, N’, N, N-tetracético), 

SAB (seroalbúmina bovina), levamisol (L [-]-2, 3, 5, 6-Tetrahidro-6-fenilimidazol [2,1-b] 

tiazol hidrocloruro) y azocaseína fueron de Sigma (St. Louis, Mo., USA); pNP (p-nitrofenol), 

ácido clohídrico, cloruro de magnesio y  cloruro de sodio fueron de Merck (Darmstad, 

Alemania); sulfato de magnesio, cloruro de potasio, Coomasie Blue G250 y pNPP (p-



 72

nitrofenilfosfato)  fueron de Fluka (Alemania). Otros productos químicos utilizados fueron de 

grado analítico. Todas las soluciones se prepararon en agua destilada. 

 

Captura y mantenimiento de los animales 

 

Se realizó según lo descripto en el Capítulo 1. 

Para  determinar las actividades enzimáticas en hepatopáncreas a distintos tiempos 

luego de la ingesta de alimento, individuos mantenidos al menos 10 días a 35 o 10 ‰ de 

salinidad, fueron privados de alimento por 5 días (t=0), de manera de asegurar la restitución 

de las enzimas digestivas en hepatopáncreas  luego de la ingesta de alimento (Ceccaldi, 1989;  

McGaw 2007). Posteriormente, fueron alimentados individualmente. A los tiempos indicados 

en los correspondientes experimentos, los individuos fueron crioanestesiados para preparar 

extractos enzimáticos de hepatopáncreas como se describe a continuación.  

 

Preparación de extractos enzimáticos 

 

Los cangrejos se crioanestesiaron  durante 20 minutos, se pesaron y posteriormente, se 

removió el caparazón y se extrajo el hepatopáncreas. El hepatopáncreas se colocó en buffer 

(Tris 100 mM /HCl pH 7,4; 4 ml de buffer x g de tejido-1) y se homogeneizó en 

homogeneizador CAT (tool T10) en hielo. Luego se centrifugó a 10.000 x g durante 15 min 

(Sorval, rotor SS34). Se separó el sobrenadante el cual se fraccionó en alícuotas, se agregó 

glicerol (1,3% v/v) y almacenó a  –20º C hasta su uso.  
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Determinación de la  actividad  de AP 

 

La actividad de AP se determinó colorimétricamente midiendo la hidrólisis de pNPP 

en un medio conteniendo SO4Mg 4 mM en buffer Tris 100 mM / HCl pH 7,7 y 8,5 en 

ausencia (actividad de AP total) y en presencia de levamisol 16 mM (actividad de AP 

insensible a levamisol). La actividad de AP sensible a levamisol fue estimada como la 

diferencia entre ambos ensayos. 

La cantidad adecuada de proteínas, entre 7 y 80 µg (zona de linealidad de la curva de 

actividad versus concentración de proteínas del correspondiente sobrenadante de 

hepatopáncreas) se agregó a la mezcla de reacción y se preincubó 5 minutos a 37º C. La 

reacción de fosfatasa se inició por la adición de pNPP (concentración final 9,5 mM). La 

incubación se realizó a  37º C durante 15 min. La reacción se interrumpió mediante el 

agregado de 2 ml de KOH 0,1 M. El pNP liberado se cuantificó por medición de la 

absorbancia en 410 nm.  

Para los estudios de caracterización, la actividad de AP se ensayó como se describió 

anteriormente pero a diferentes niveles de pH del medio de reacción según se indica para cada 

experimento. Se utilizaron individuos mantenidos a 35 ‰ de salinidad ayunados por 48 h para 

estos experimentos. 

La actividad de AP se expresó como µmoles pNP x min-1 x mg proteína-1. 

La determinación de la actividad enzimática se ensayó siempre con muestras que no 

fueron previamente descongeladas. El congelado de las muestras no alteró los valores de 

actividad. 
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Determinación de la actividad proteolítica 

 

 La actividad proteolítica se determinó colorimétricamente midiendo la hidrólisis de 

azocaseína en buffer Tris 100 mM / HCl (pH 7,5). La cantidad adecuada de proteínas entre 70 

y 250 µg (zona de linealidad de la curva de actividad versus concentración de proteínas del 

correspondiente sobrenadante de hepatopáncreas) se agregó a la mezcla de reacción. La 

reacción se inició por la adición del sustrato azocaseína (concentración final 1 % p/v). La 

incubación se realizó a  45º C durante 30 min. La reacción se interrumpió mediante el 

agregado de TCA frío (10 % p/v). Se dejó en frío y luego se centrifigó a 2.500 r.p.m. durante 

20 min. (IEC-Centra 7R, refrigerada). La azocaseína degradada se cuantificó en el 

sobrenadante por medición de la absorbancia en 440 nm.  

 La actividad se expresó como unidades de enzima (U) x h-1 x mg prot-1. Una U fue 

definida arbitrariamente como la cantidad de extracto enzimático que produjo un incremento 

de 1 en la absorbancia en 440 nm.  

La determinación de la actividad enzimática se ensayó siempre con muestras que no 

fueron previamente descongeladas. El congelado de las muestras no alteró los valores de 

actividad. 

 

Preparación de extractos de branquias 

 

Los cangrejos se crioanestesiaron  durante 20 minutos, se pesaron y posteriormente, se 

removió el caparazón y se extrajeron las  branquias anteriores (pares 1 a 5),  branquias 

posteriores (pares 6 a 8) y músculo de ambas quelas.  Las branquias se  colocaron en buffer de  

homogeneización (Sacarosa 0,25 M / EGTA -Tris 0,5 mM, pH 7,4) (4 ml de buffer x g de 

tejido-1) y se homogeneizaron en hielo con 25 golpes en homogeneizador de vidrio-teflón 
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(Potter - Elvehiem) a 1.700 rev. x min–1. Posteriormente, se centrifugó durante 2 min a 3.000 

r.p.m. (IEC-Centra 7R, refrigerada) y se utilizó el sobrenadante para la determinación de 

proteínas y glucógeno.   

 

Preparación de extractos de músculo 

 

El extracto de músculo de la quela se preparó como se describió en el Capítulo  1 de la 

presente Tesis. 

 

Determinación de la concentración de proteínas 

 

 La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Como 

estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg/ml). 

 

Determinación de la concentración de glucosa en hemolinfa 

 

 Una muestra de hemolinfa (alrededor de 500 µl) se extrajo del seno infrabranquial por 

medio de una jeringa (enjuagada con anticoagulante buffer citrato de sodio pH 7,4) a partir de 

la base del quelípedo, se colocó en hielo (0ºC) y se centrifugó a 3.000 r.p.m. durante 3 min 

(IEC-Centra 7R, refrigerada). La glucosa se determinó mediante el método colorimétrico de la 

glucosa oxidasa (Kit comercial de glicemia Wiener Lab AA). 
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Determinación de glucógeno en branquias 

 

El contenido de  glucógeno se determinó según  Robaldo et al. (1999). La 

correspondiente muestra se incubó en ausencia  y en presencia de 0,2 mg x ml-1 de α-

amiloglucosidasa  durante 2 h a 30ºC. Luego de la incubación se determinó 

colorimétricamente la concentración de glucosa mediante el Kit enzimático de glicemia de 

Wiener-Lab. AA. La concentración de glucógeno se calculó como la diferencia entre ambos 

tratamientos. 

 

Análisis de resultados experimentales 

 

El análisis estadístico fue realizado usando el programa Sigma-Stat 3.0 para Windows, 

el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas y normalidad. Se 

utilizó un análisis de varianza paramétrico  (ANOVA de una vía) o no paramétrico (Kruskal-

Wallis). Para el estudio del efecto del pH sobre las actividades de AP en hepatopáncreas se 

utilizó RM-ANOVA. Para identificar diferencias se utilizó un test a posteriori ANOVA 

(método Holm-Sidak) o Kruskal-Wallis (método de Dunn o test Turkey) y un p<0,05 se 

consideró significativo.  

 

RESULTADOS 

 
Actividad de AP  en hepatopáncreas de Neohelice granulata: respuesta a pH y levamisol 

 

Preliminarmente, se determinó el efecto del pH (rango entre 7,0 y 9,0) sobre la 

actividad de AP total en hepatopáncreas de N. granulata encontrándose la  mayor actividad a 
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pH 8,5 (datos no mostrados). Posteriormente,  se determinó la actividad de AP en 

hepatopáncreas a pH 8,5 en ausencia y en presencia de levamisol 16 mM (concentración a la 

que se obtuvo la máxima inhibición de la actividad de AP sensible a levamisol en músculo, 

Capítulo 2). La inhibición por levamisol reveló la presencia de una actividad sensible a 

levamisol y una actividad insensible a levamisol en hepatopáncreas de N. granulata (Fig. 4.1). 
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Figura 4.1. Actividades de AP total (■), insensible a levamisol 

(■) y sensible a levamisol (■) en hepatopáncreas de N. 

granulata. La actividad se midió en ausencia y en presencia de  

levamisol  16 mM. Los datos son la media ± E.S. para 3 a 4 

individuos. 

 
  

Ambas actividades exhibieron una respuesta diferencial al pH. La actividad de AP 

insensible a levamisol fue similar dentro del rango de pH de 7,4 a 9,0 (Fig. 4.2 A). La 

actividad de AP sensible a levamisol  fue marcadamente sensible al pH. Esta actividad fue 

baja dentro del rango de pH de 7,4 a 8,0. La actividad máxima se obtuvo a  pH 8,5.  A pH 9,0 

esta actividad disminuyó alrededor de un 25 % (Fig. 4.2 B). Para los siguientes experimentos, 

las actividades de AP se determinaron a pH 7,7 (insensible a levamisol) y 8,5 (sensible a 

levamisol). 



 78

A

7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5
0

25

50

75

100

125

150

a aa

a
a

pH

A
ct

iv
id

ad
 R

el
at

iv
a 

de
 A

P
(%

)

B

7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5
0

25

50

75

100

125

a

b

c

a
a

pH

A
ct

iv
id

ad
 R

el
at

iv
a 

de
 A

P
(%

)

 

Figura 4.2. Efecto del pH sobre las actividades de AP 

insensible a levamisol (A) y sensible a levamisol (B) en 

hepatopáncreas de N. granulata. La actividad específica a pH 

7,7 (actividad de AP insensible a levamisol) o 8,5 (actividad de 

AP sensible a levamisol) se tomó como el 100 %. Letras 

diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Los 

valores son las medias ± E.S. para 3 individuos. 
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Actividades de AP y proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata expuestos a diferentes 

condiciones de salinidad ambiental 

 

En experimentos iniciales, se determinaron las actividades de AP y proteolítica en 

hepatopáncreas de N. granulata expuestos a  35 y 10 ‰ de salinidad, salinidades en las cuales 

este cangrejo osmoionoconforma e hiperregula, respectivamente (Capítulo 3, presente Tesis) y  

privados de alimento por 48 h. 

En individuos  mantenidos  a 35 ‰ de salinidad, el hepatopáncreas exhibió una alta 

actividad  de AP insensible y sensible a levamisol (21,8 ± 9 y 7,7 ± 2,3 µmoles de pNP x min-1 

x mg prot-1) (Fig. 4.3). Las actividades de AP en hepatopáncreas de individuos de N. 

granulata   expuestos a 10 ‰ de salinidad no presentaron diferencias significativas  con la 

correspondiente actividad en 35 ‰ de salinidad. Sin embargo, se encontró una mucho mayor 

dispersión el los valores de actividad en condiciones de salinidad reducida (Fig. 4.3).  
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Figura 4.3.  Actividades de AP insensible a levamisol (A) y 

sensible a levamisol  (B) en hepatopáncreas de N. granulata 

mantenidos a  35 y 10 ‰ de salinidad. Los valores son la 

media ± E.S. para 6 individuos. 
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La actividad proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata fue similar en individuos 

mantenidos a 35 y 10 ‰ de salinidad (3,6 ± 1,0 y 5,3 ± 0,8 U x h-1 x mg prot-1 

respectivamente) (Fig. 4.4).  
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Figura 4.4.  Actividad proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata 
mantenidos a  35 y 10 ‰ de salinidad. Los valores son la media ± E.S. 

para 5-6 individuos. 

  

 Paralelamente, se determinó la concentración de  glucosa en hemolinfa. La 

concentración de glucosa en hemolinfa de individuos mantenidos a 35 y 10 ‰ de salinidad fue 

similar (107,6 ± 16,1 µg x ml-1 y 98,5 ± 15,3 µg x ml-1, respectivamente). 

 

Efecto de la exposición a baja salinidad  sobre  las actividades de AP y proteolítica  en 

hepatopáncreas de N. granulata  a distintos tiempos luego de la ingesta  

 

En una serie de experimentos, se determinaron las actividades de AP insensible y 

sensible a levamisol (Fig. 4.5), y proteolítica (Fig. 4.6) en hepatopáncreas antes y a tiempos 
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cortos luego de la ingesta de alimento (2-4 h) en condiciones de osmoionorregulación (35 ‰ 

de salinidad) e hiperregulación (10 ‰ de salinidad).  

En individuos expuestos a 35 ‰ de salinidad, las actividades de AP insensible y 

sensible a levamisol en hepatopáncreas, no fueron  diferentes antes y luego de 2 y 4 h de la  

ingesta de alimento (Fig. 4.5 A).  

En 10 ‰ de salinidad, las actividades de AP insensible y sensible a levamisol fueron 

menores luego de 2 h de la ingesta de alimento (insensible a levamisol: t=0: 682,3 ± 347,4; 

t=2h: 39 ± 19,8 µmoles pNP x min-1 x mg prot-1; sensible a levamisol: t=0: 210,4 ± 114,9; 

t=4h: 3,5 ± 1,8 µmoles pNP x min-1 x mg prot-1) (Fig. 4.5 B). Además, las actividades de AP 

antes de la ingesta (individuos privados de alimento durante 5 días) en hepatopáncreas de 

individuos expuestos a  10 ‰ de salinidad fueron mayores que la correspondiente actividad en 

individuos expuestos a 35 ‰ de salinidad  (Fig. 4.5). 

En 35 ‰ de salinidad, la actividad proteolítica en hepatopáncreas no fue 

estadísticamente diferente antes  y luego de 2 y 4 h de la ingesta de alimento (Fig. 4.6 A).  

En 10 ‰ de salinidad, la actividad proteolítica en hepatopáncreas fue menor a las 2 h 

luego de la ingesta  de alimento (t=2h: 2,5 ± 0,4; t=4h: 1,9 ± 0,1 U x h-1 x mg prot-1) con 

respecto a los valores antes de la ingesta (4,8 ± 0,6 U x h-1 x mg prot-1) (Fig. 4.6 B). No se 

encontraron diferencias significativas entre la actividad proteolítica en hepatopáncreas antes 

de la ingesta en individuos  expuestos a 35 y 10 ‰ de salinidad (Fig. 4.6). 
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Figura 4.5. Actividades de AP en hepatopáncreas de N. granulata 

mantenidos a 35 (A) y 10 ‰ de salinidad (B) antes (t=0, pre-ingesta) y 
luego de 2 y 4 h de la ingesta de alimento (post-ingesta). * Indica 

diferencias significativas con respecto a la correspondiente actividad a t=0. º 

Indica diferencia significativa con respecto a la correspondiente actividad a 35 

‰ de salinidad. (■): actividad de AP insensible a levamisol, (■): actividad de 

AP sensible a levamisol. Los valores son la media ± E.S. para 5 individuos. 
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Paralelamente a la determinación de las actividades enzimáticas en hepatopáncreas, se 

determinaron la concentración de proteínas en este órgano y la concentración de glucosa en 

hemolinfa antes y a tiempos cortos (2-4 h) luego de la ingesta en condiciones de 

osmoionorregulación e hiperregulación (Figs. 4.6 y 4.7).  

La concentración de proteínas en hepatopáncreas de individuos mantenidos a 35 ‰ de 

salinidad no fue diferente  antes y luego de la ingesta de alimento (2 y 4 h) (Fig. 4.6 A, Inset). 

En individuos mantenidos a 10 ‰ de salinidad la concentración de proteínas fue mayor 

(alrededor de 58 %) a las 4 h luego de la ingesta (Fig. 4.6 B, Inset). 

 La concentración de glucosa en hemolinfa fue mayor  a las  2 h luego de la ingesta de 

alimento (35 ‰: t=0: 59,7 ± 5,8, t=2 h: 255,4 ± 3,7; 10 ‰: 52 ± 6,1, t=2 h: 265,9 ± 31,4 µg de 

glucosa x ml de hemolinfa-1) y se mantuvo constante a las  4 h  luego de la ingesta (Fig. 4.7). 

Esto sugiere que los individuos se encuentran en proceso digestivo a las 2 h luego de la 

ingesta.  
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Figura 4.6. Actividad proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata mantenidos a 35 (A) 

y 10 (B) ‰ de salinidad antes (t=0, pre-ingesta) y luego de 2 y 4 h de la ingesta de 

alimento (post-ingesta). Insets: Concentración de proteínas en hepatopáncreas. * indica 

diferencias significativas con respecto al correspondiente t=0. Los valores son la media ± E.S. 

para 5 a 10 individuos. 
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Figura 4.7. Concentración de glucosa en hemolinfa de N. 

granulata mantenidos a 35 (A) y 10 (B) ‰ de salinidad antes (t=0, 

pre-ingesta) y luego de 2 y 4 h de la ingesta de alimento (post-

ingesta). * indica diferencias significativas con respecto a t=0. Los 

valores son la media ± E.S. para 5 a 10 individuos. 

 

 

En otra serie de experimentos, se determinaron las actividades de AP y proteolítica en 

hepatopáncreas de individuos de N. granulata expuestos a 10 ‰ de salinidad, a tiempos largos  

luego de la ingesta de alimento. Paralelamente, se determinó la concentración de proteínas en 
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hepatopáncreas, músculo, branquias anteriores y posteriores; la concentración de glucosa en 

hemolinfa, y concentración de glucógeno en branquias posteriores (sitio principal de 

transporte activo de iones durante la hiperregulación) (presente Tesis),  y en mediciones 

realizadas en paralelo en nuestro laboratorio, de concentración de glucógeno en 

hepatopáncreas, músculo y branquias anteriores (Artillo et al., 2008). 

Las actividades de AP insensible y sensible a levamisol en hepatopáncreas fueron 

similares antes de la ingesta y a tiempos largos (12, 23 y 46 h) luego de la ingesta de alimento 

(datos no mostrados). 

La actividad proteolítica en hepatopáncreas fue similar antes y a tiempos largos  luego 

de 12, 23, 46, 70 y 92 h  (datos no mostrados).     

A las 12 h luego de la ingesta, la concentración de proteínas en hepatopáncreas fue 

mayor que antes de la ingesta (t=0: 14,8 ± 2,2 y t=12 h: 25,7 ± 2,2 mg prot x g tejido-1) y se 

mantuvo constante a las 23, 46, 70 y 92 h (Fig. 4.8). En músculo de la quela, la concentración 

de proteínas fue mayor a las 70 h luego de la ingesta de alimento.  En branquias anteriores y 

posteriores la concentración de proteínas se mantuvo constante a todos los tiempos estudiados 

(Fig. 4.8, Inset). 
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Figura 4.8. Concentración de proteínas en hepatopáncreas de N. granulata 

mantenidos a 10 ‰ de salinidad antes (t=0, pre-ingesta) y luego de 12, 23, 46, 70 y 92 
h de la ingesta de alimento. Inset: Concentración de proteínas en branquias posteriores 

(■), branquias anteriores (■) y músculo de la quela (■). * Indica diferencias 

significativas con respecto a t=0. Los valores son la media ± E.S. para 4 a 5 individuos. 

 

 

La concentración de  glucosa en hemolinfa fue significativamente menor  a las 23 h 

luego de la ingesta de alimento (t=0: 97,6 ± 18,3, t=23 h: 32,4 ± 3,9 µg de glucosa x ml de 

hemolinfa-1) (Fig. 4.9). La concentración de glucógeno en branquias posteriores fue mayor a 

las 12 h luego de la ingesta (t=0: 15,2 ± 4,4, t=12 h: 49,4 ± 3,3 mg de glucosa x g de tejido-1) 

manteniéndose constante hasta las 92 h (Fig. 4.9, Inset). A las 23 y 92 h luego de la ingesta se 

incrementó la concentración de glucógeno en branquias anteriores (34,7 ± 3,6 y 37,0 ± 3,8 mg 

de glucosa x g de tejido-1 respectivamente). La concentración de glucógeno en hepatopáncreas 
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y músculo de la quela  no varió  a tiempos largos luego de la ingesta de alimento (Artillo et al., 

2008). 
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Figura 4.9. Concentración de glucosa en hemolinfa de N. granulata mantenidos a 10 ‰ 

de salinidad antes (t=0, pre-ingesta) y luego de 12, 23, 46, 70 y 92 h de la ingesta de 
alimento. Inset: concentración de glucógeno en branquias posteriores. *Indica diferencias 

significativas con respecto a t=0. Los valores son la media ± E.S. para 4 a 6 individuos. 

 

 
DISCUSIÓN 

 
  

Los resultados del presente capítulo muestran la existencia de dos actividades de AP: 

una insensible a levamisol y una sensible a levamisol (Fig. 4.1) y de actividad proteolítica en 

hepatopáncreas de Neohelice granulata, y el efecto de la salinidad reducida sobre estas 

actividades a tiempos cortos luego de la ingesta de alimento.  

Las actividades de AP insensible y sensible a levamisol en hepatopáncreas de N. 

granulata mostraron una diferente respuesta al pH del medio de reacción (Fig. 4.2) y, además, 
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difirieron del perfil encontrado para estas actividades en músculo de la quela de individuos de 

la misma especie (Capítulo 2, presente Tesis). Esto sugiere la posible presencia de distintas 

isoformas de AP en ambos tejidos. La mayor actividad específica de las AP en hepatopáncreas 

con respecto a músculo podría estar relacionada con la multiplicidad de roles del 

hepatopáncreas (por ej. secreción de enzimas digestivas, digestión y absorción de nutrientes, 

procesos de detoxificación, movilización y reserva de sustratos de energía) y la participación 

de AP en estos procesos. En  hepatopáncreas de la larva del gusano de seda Bombix mori se 

detectó la presencia de dos isoenzimas de AP (una unida a membrana y otra soluble) las cuales 

mostraron diferencias en sus propiedades antigénicas y bioquímicas (revisión en Eguchi, 1995; 

Itoh et al., 1999). En varias especies de crustáceos, ha sido observada la presencia de AP en 

hepatopáncreas pero no se han identificado las formas presentes (van Wormhoudt, 1973; 

Momin y Rangneker, 1974; Barker y Gibson, 1977; Lovett y Felder, 1990 a, b). 

Se conocen distintas enzimas con diferentes actividades proteolíticas en 

hepatopáncreas de crustáceos (García Carreño, 1994; Lemos et al., 1999; Díaz Tenorio et al., 

2006; Navarrete del Toro et al., 2006; Hehemann, et al., 2007; Muhlia Almanzán et al., 2008). 

Queda por ser investigado qué proteasas están presentes en hepatopáncreas  de N. granulata 

contribuyendo a la actividad proteolítica medida en la presente Tesis. 

En vertebrados, se ha encontrado que varias enzimas digestivas se producen en forma 

de zimógenos inactivos (Schick  et al., 1984; Wieloch, 1985; Grady et al., 1998; Hara et al., 

2000). Este es  el caso para enzimas proteolíticas en varias especies de crutáceos estudiadas 

(Klein et al., 1996; Hernández Cortes et al., 1999; Saínz et al., 2004; revisión en Sánchez Paz 

et al., 2006). En algunos crustáceos, también se ha demostrado que las enzimas digestivas se 

encuentran en forma activa en el hepatopáncreas (Barker y Gibson, 1977; Lovett y Felder, 

1990 a; Díaz Tenorio et al., 2006; Allardyce y Linton, 2008). Las enzimas digestivas son 

sintetizadas en el hepatopáncreas y secretadas durante el proceso de digestión del alimento 
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(Barker y Gibson, 1977; Lovett y Felder, 1990 a; Díaz Tenorio et al., 2006; Linton et al., 

2006; Hehemann, et al., 2007). La alta actividades de AP y proteolítica encontradas en 

hepatopáncreas de individuos privados de alimento (Figs. 4.3, 4.4, 4.5, 4.6) sugiere que este es 

el caso para N. granulata.   

Durante el proceso digestivo el hepatopáncreas de crustáceos secreta grandes 

cantidades de enzimas digestivas tales como   proteasas (Ceccaldi, 1989; 1997). Las enzimas 

proteolíticas altamente activas son liberadas hacia el estómago cardíaco donde facilitan el 

primer paso en la hidrólisis de los péptidos provenientes de la dieta (Barker y Gibson, 1977; 

Díaz Tenorio et al., 2006; Navarrete del Toro et al., 2006).  En Homarus gammarus, se ha 

demostrado que la AP es una de las enzimas liberadas a partir del hepatopáncreas durante el 

proceso de digestión (Barker y Gibson, 1977). 

La disminución de las actividades de AP y proteolítica en hepatopáncreas de N. 

granulata  a tiempos cortos  (2 y 4 h) luego de la ingesta en individuos expuestos a 

condiciones de baja salinidad, y el mantenimiento de valores similares de estas actividades a 

los mismos tiempos en individuos expuestos a  35 ‰ de salinidad (Figs. 4.5 B y 4.6 B) sugiere 

la secreción diferencial de estas enzimas y la regulación temporal  de la misma en relación a la 

hiperregulación.  La regulación de la secreción de AP y proteasas a partir de hepatopáncreas 

de N. granulata a tiempos cortos luego de la ingesta de alimento en condiciones de baja 

salinidad  podría constituir un mecanismo de ajuste digestivo a nivel bioquímico en respuesta 

a las demandas incrementadas de energía durante la hiperregulación. En experimentos 

realizados en paralelo en nuestro laboratorio, se observó una respuesta similar de actividades 

de sacarasa y maltasa en hepatopáncreas de N. granulata en  condiciones de hiperregulación 

(Asaro, 2009). En el camarón Litopenaeus vannamei se sugirió que la mayor síntesis y 

liberación de enzimas digestivas podría contribuir con una provisión aumentada de energía 

necesaria para la osmorregulación (Li et al., 2008). En el camarón Orconectes limosus se ha 
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demostrado que varias hormonas gatrointestinales de vertebrados inducen la liberación de 

enzimas digestivas (ej. proteasas)  a partir de secciones de hepatopáncreas, sugiriendo la 

presencia de factores hormonales análogos en crustáceos para estimular la secreción de 

enzimas digestivas en respuesta a la ingesta de alimento (Resch-Sedlmeier y Sedlmeier, 1999). 

Si mecanismos de regulación similares operan en N. granulata en condiciones de 

hiperregulación requiere más investigación.  

Por otro lado, la mayor actividad de AP en condiciones de baja salinidad con respecto a 

35 ‰ de salinidad antes de la ingesta en individuos privados de alimento durante 5 días 

sugeriría el rol de esta actividad en mecanismos de ajuste secundarios a la hiperregulación  en 

condiciones de privación prolongada de alimento tales como la  movilización de biomoléculas  

de reserva de energía. En este contexto, se ha demostrado que la AP en vertebrados está 

implicada en la movilización de lípidos e hidratos de carbono (revisión en Warnes, 1972; 

Mahmood et al., 2003; Kaur et al., 2007; Yánez Ruiz y Molina Alcalde, 2007).  El hecho que 

las actividades de AP y proteolítica en hepatopáncreas  de N. granulata fueron similares antes 

y a tiempos largos (12 h o más)  luego de la ingesta de alimento en condiciones de 

hiperregulación, sugiere la existencia de una  síntesis de novo y/o de una reabsorción de las 

mismas hacia el  hepatopáncreas en condiciones de privación de alimento. Además, el  

mantenimiento de una alta actividad de estas enzimas en hepatopáncreas en condiciones de 

privación prolongada de alimento, soporta la idea  que la baja salinidad influye sobre la 

secreción de enzimas digestivas disparada por la ingesta de alimento. Sin embargo, se requiere 

mayor investigación para dilucidar los mecanismos de regulación de la actividad de estas 

enzimas en hepatopáncreas de N. granulata.  

El incremento en la concentración de proteínas luego de 4 h de la ingesta de alimento 

(Fig. 4.8), en condiciones de salinidad reducida, sugiere que el hepatopáncreas constituiría un 

sitio de reserva de proteínas luego de la ingesta de alimento en condiciones de 
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hiperregulación, posiblemente mediante la síntesis de novo a partir de precursores 

provenientes de la dieta.  Además, la alta concentración de proteínas a tiempos largos y cortos 

luego de la ingesta de alimento soporta aún más  la idea de su síntesis de novo a corto plazo en 

hepatopáncreas a partir de precursores de la dieta en baja salinidad. En el cangrejo Carcinus 

maenas, se encontró un aumento de la tasa de síntesis de proteínas en hepatopáncreas antes de 

las 5 h posteriores a la ingesta de alimento, sugiriéndose que este órgano tiene un importante 

rol en el metabolismo de proteínas del organismo debido a su alta tasa de recambio proteico en 

comparación con otro tejidos, tales como músculo (Houlihan et al., 1990; Mente et al., 2003).  

Por otro lado, si el  aumento en la concentración de proteínas del músculo de la quela a 

tiempos largos (70 h)  luego de la ingesta de alimento se relaciona con una síntesis de novo a 

partir de precursores provenientes de la dieta requiere mayor investigación. En este contexto, 

en experimentos in vitro con músculo de la mandíbula de N. granulata se encontró que ocurre 

una toma activa de aminoácidos la cual es afectada por un estrés hiperosmótico (Schein et al., 

2005a). El hecho que la concentración de proteínas en branquias anteriores y posteriores fue 

similar antes y a tiempos largos después de la ingesta en condiciones de baja salinidad sugiere 

que las mismas no constituirían un sitio de reserva  de proteínas en condiciones   de 

hiperregulación (Fig. 4.8, Inset),  Sin embargo,  no puede descartarse que las branquias 

constituyan un sitio de destino de aminoácidos como precursores para ser utilizados en la 

síntesis de glucógeno. En experimentos in vitro se demostró que el músculo de la mandíbula y 

el hepatopáncreas de N. granulata exhiben capacidad gluconeogénica utilizando alanina como 

precursor (Oliveira et al., 2004; Schein et al., 2005b). Sin embargo, faltan estudios que 

determinen si en branquias de N. granulata también se produce gluconeogénesis y posterior 

glucogenogénesis a partir de aminoácidos. Por otro lado, el incremento en la concentración de 

glucógeno  en las branquias posteriores (principal sitio de transporte activo de iones durante la 

hiperregulación) de N. granulata (Fig. 4.9, Inset) junto con la disminución en la concentración 
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de glucosa en hemolinfa a tiempos largos luego de la ingesta (Fig. 4.9), sugieren  la utilización 

de glucosa proveniente de la dieta para la síntesis de glucógeno en branquias. En este 

contexto, se demostró in vitro  la síntesis de novo de glucógeno a partir de la toma de glucosa 

del medio en branquias posteriores de N. granulata (Kucharski et al., 2002). Además, el hecho 

que el incremento en la concentración de glucógeno en branquias posteriores precedió al 

incremento observado en la concentración de glucógeno en branquias anteriores y a que el 

contenido de glucógeno en músculo de la quela y en hepatopáncreas no varió a tiempos largos 

luego de la ingesta de alimento (Artillo et al., 2008) sugiere la existencia de una compleja 

reorganización metabólica en N. granulata que podría relacionarse con las demandas 

diferenciales de energía en condiciones de hiperregulación. Por otro lado, se ha demostrado 

que N. granulata  expuesto a dietas de distinta calidad y privado de alimento por distintos 

períodos de tiempo no sufre variaciones en el contenido y/o distribución de biomoléculas de 

reserva a tiempos cortos de privación de alimento (menores a una semana) (Vinagre y da 

Silva, 2002; Oliveira et al., 2004) lo cual refuerza la idea del efecto de la baja salinidad sobre 

las variaciones en las actividades enzimáticas y concentración de proteínas y glucógeno 

encontrados en la presente Tesis.   

En conclusión, los resultados de este capítulo muestran que el hepatopáncreas de N. 

granulata exhibe altas actividades de AP y proteolítica las cuales son afectadas a tiempos 

cortos luego de la ingesta de alimento en condiciones de hiperregulación. Las menores 

actividades de AP y proteolítica sugieren su secreción diferencial en baja salinidad lo que 

podría resultar en  una modificación de la capacidad digestiva de N. granulata constituyendo 

así un mecanismo de ajuste secundario a la hiperregulación. Sin embargo, se  necesitan 

mayores estudios para establecer si existe una relación entre la disminución de la actividad 

proteolítica  y actividades de AP en hepatopáncreas a corto plazo luego de la ingesta en N. 

granulata en baja salinidad y el incremento a largo plazo observado en la concentración de 
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glucógeno en branquias y su posterior utilización como fuente de energía para la 

hiperregulación. Futuros estudios deberán focalizarse en establecer el rol fisiológico exacto de 

estas actividades en hepatopáncreas como parte de los complejos mecanismos de flexibilidad 

fisiológica y bioquímica de N. granulata  en relación a la salinidad ambiental.  
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CAPÍTULO 5:  

 

RESPUESTAS A EMERSIÓN EN  

MÚSCULO DE LA QUELA  Y HEPATOPÁNCREAS 

DE Neohelice granulata 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 97

 
INTRODUCCIÓN 

 

Los cangrejos anfibios con respiración bimodal presentan una serie de adaptaciones 

morfológicas, fisiológicas y comportamentales que les permiten realizar un intercambio 

respiratorio eficiente tanto en agua como en aire (Henry, 1994). Así, varias especies de este 

grupo de cangrejos se mueven activamente entre el agua y la tierra mostrando una alta tasa 

metabólica, tanto sumergidos como durante la emersión (Cameron, 1971; Al-Wassia et al., 

1989; Airries y McMahon, 1996).   

Neohelice granulata es un cangrejo semiterrestre de respiración bimodal.  Por su estilo 

de vida, este cangrejo permanece fuera del agua por largos períodos de tiempo (Schmitt y 

Santos, 1993; Maciel et al., 2008), siendo activo tanto cuando está sumergido como cuando 

está expuesto al aire (emersión) (Boschi, 1964; Santos et al., 1987). Se han realizado distintos 

estudios sobre fisiología respiratoria y sobre regulación iónica y equilibrio ácido-base durante 

la emersión de N. granulata de distintas áreas geográficas de Brasil y Argentina (Santos et al., 

1987; Luquet y Ansaldo, 1997; Luquet et al., 1998; Halperin et al., 2000). Así, se ha 

observado que a lo largo de un período de emersión de 4 h, N. granulata no sufre hipoxia 

venosa, por lo que esta especie es capaz de mantener una tasa eficiente de difusión de oxígeno 

a través de las superficies respiratorias (Luquet et al., 1998; Halperin et al., 2000). N. 

granulata compensa la acidosis respiratoria debida a la presión aumentada de dióxido de 

carbono en hemolinfa controlando la diferencia de iones fuertes (diferencia entre la 

concentración de Na+  y la concentración de Cl-) en la hemolinfa, por medio de la toma de Na+ 

a través de las branquias (Luquet et al., 1998). Se ha propuesto que esta regulación de la 

diferencia de iones fuerte en hemolinfa se llevaría a cabo mediante la toma de Na+ desde el 

medio externo a través de las branquias. El hecho que esta respuesta compensatoria es inhibida 
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por la adición en el medio externo de acetazolamida (inhibidor de la anhidrasa carbónica)  

sugiere que esta enzima podría estar involucrada en estos procesos (Luquet et al., 1998). Sin 

embargo, faltan estudios, aún, sobre respuestas de otros componentes a nivel bioquímico (ej. 

actividades enzimáticas), en diferentes órganos o tejidos (ej. músculo, hepatopáncreas),  

posiblemente involucrados en mecanismos de ajustes secundarios a  la  emersión en N. 

granulata. 

En la planicie de marea de la laguna costera de Mar Chiquita (provincia de Buenos 

Aires), N. granulata exhibe períodos de emersión variables,  desplazándose por debajo de la 

línea de marea baja y por encima de la de marea alta. Dadas estas condiciones, los individuos 

de esta especie pueden ser observados sumergidos o expuestos al aire independientemente de 

la altura de la marea (Spivak, 1997). En la presente Tesis, se ha demostrado la respuesta 

diferencial a salinidad ambiental de actividades Na+/K+ ATPasa, Na+ ATPasas insensibles a 

ouabaína y de fosfatasas alcalinas (AP) en músculo de la quela  de  N. granulata sugiriendo el 

rol del músculo y de estas actividades enzimáticas en mecanismos de ajuste secundarios a la 

hiperregulación en este cangrejo (Capítulo 3). También, se demostró la respuesta de las 

actividades de  AP y proteolítica en hepatopáncreas en relación a la salinidad ambiental, 

sugiriendo que la modulación de la secreción de enzimas del tracto digestivo es uno de los 

mecanismos de ajuste subyacentes a la hiperregulación en N. granulata (Capítulo 4). En este 

contexto, se estudió si estas actividades enzimáticas son afectadas por la emersión, de manera 

de determinar si constituyen componentes en  posibles mecanismos de ajuste a nivel 

bioquímico en músculo y hepatopáncreas en repuesta a la emersión y, además, establecer 

aspectos comparativos de la respuesta de esas actividades a distintas condiciones ambientales. 

Para llevar a cabo esto se estudió: 
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 el efecto de la emersión sobre las actividades Na+ ATPasas 

insensibles a ouabaína y Na+/K+ ATPasa en músculo de la quela de N. 

granulata;  

 el efecto de la emersión sobre las actividades de AP insensible y 

sensible a levamisol en músculo de la quela de N. granulata;  

 el efecto de la emersión sobre las actividades de AP  sensible e 

insensible a levamisol en hepatopáncreas de N. granulata;  

 el efecto de la emersión sobre la actividad proteolítica en 

hepatopáncreas de N. granulata.  

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Productos químicos 

 

Na2ATP (adenosin 5’-trifosfato, libre de vanadato), Tris-(hidroximetilamino-metano), 

EGTA (ácido etilenglicol N’, N’, N, N-tetracético), SAB (seroalbúmina bovina), ouabaína (G-

strofantina), levamisol (L [_]-2, 3, 5, 6-Tetrahidro-6-fenilimidazol [2,1-b] thiazol) y 

furosemida fueron de Sigma (St. Louis, Mo., USA); pNP (p-nitrofenol), azida sódica, 

sacarosa, ácido clorhídrico, cloruro de magnesio y  cloruro de sodio fueron de Merck 

(Darmstadt, Alemania); pNPP (p-nitrofenilfosfato), cloruro de potasio y Coomasie Blue 

(G250) fueron de Fluka (Alemania). Otros productos químicos utilizados fueron de grado 

analítico. Todas las soluciones se prepararon en agua destilada. 
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Captura y mantenimiento de los animales 

 

Se realizó según se describe en el Capítulo 1. 

Para estudiar el efecto de la emersión, individuos mantenidos en las condiciones 

previamente descriptas fueron sumergidos totalmente durante 24 h (pre-emersión). Luego, se 

transfirieron a recipientes individuales sin agua y se mantuvieron durante los tiempos 

indicados  expuestos al aire. El máximo tiempo de emersión utilizado (240 min) se basa en lo 

previamente descripto por Luquet et al. (1998) sobre la tolerancia de N. granulata a la 

emersión. Para evitar la desecación se colocó un papel húmedo en el fondo de los recipientes.   

 

Preparación de Extractos enzimáticos 

 

Los extractos de músculo se prepararon como se describió en el Capitulo 1 de la 

presente Tesis. Los extractos de hepatopáncreas se prepararon como se describió en el 

Capítulo 4 de la presente Tesis. 

  

Determinación de las actividad  Na+/K+ ATPasa en músculo de la quela  

 

La actividad Na+/K+ ATPasa en músculo de la quela se determinó como se describió en 

el Capítulo 3 de la presente Tesis.  
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Determinación de las actividades  Na+ ATPasas insensibles a ouabaína en músculo de la 

quela  

 

Las actividades Na+ ATPasas insensibles a ouabaína en músculo de la quela se 

determinaron como se describió en el Capítulo 1 de la presente tesis.  

 

Determinación de las actividades  de AP en músculo de la quela  

 

Las actividades de AP insensible y sensible a levamisol en músculo de la quela se 

determinaron como se describió en el Capítulo 2 de la presente tesis. 

 

Determinación de las actividades de AP y proteolítica en hepatopáncreas 

 

Las actividades de AP insensible y sensible a levamisol, y la actividad proteolítica en 

hepatopáncreas se determinaron como se describió en el Capítulo 4 de la presente tesis. 

 

Determinación de la concentración de proteínas 

 

 La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Como 

estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg/ml). 

 

Determinación de las concentraciones iónicas en hemolinfa 

 

Se realizó según se describe en el Capítulo 3.  
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Análisis de resultados experimentales 

 

El análisis estadístico se realizó mediante el programa Sigma-Stat 3.0 para Windows, el 

cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas y normalidad. Para el 

estudio de las concentraciones de iones en hemolinfa, y las actividades de AP y proteolítica en 

hepatopáncreas se realizó un análisis paramétrico (ANOVA de una vía) o no paramétrico 

(Kruskal-Wallis). Un test a posteriori (método Holm-Sidak) fue utilizado para identificar 

diferencias y un p<0,05 fue considerado significativo. Para el estudio de la emersión sobre las 

actividades ATPásicas y de AP en músculo un análisis paramétrico (t-test para muestras 

apareadas) o no paramétrico (Wilcoxon) fue utilizado y un p<0,05 fue considerado 

significativo. 

 

RESULTADOS 

 

Efecto de la  emersión sobre las actividades Na+/K+ ATPasa y Na+ ATPasas insensibles a 

ouabaína  en músculo  de la quela de  N. granulata 

 

La emersión, no afectó significativamente la actividad Na+/K+ ATPasa en músculo de la 

quela de N. granulata  (Fig. 5.1). 
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Figura 5.1. Actividad Na+/K+ ATPasa a distintos tiempos luego de la 
emersión en músculo de la quela de  N. granulata. Individuos sumergidos 

totalmente durante 24 h (pre-emersión) y posteriormente expuestos al aire 

(emersión) durante 15, 60, 120 y 240 min. t0: pre-emersión. Los datos son la 

media ± E.S. para 5 individuos. 

 

 

La actividad Na+ ATPasa insensible a furosemida en músculo de la quela de N. 

granulata fue mayor luego de 240 min de emersión (pre-emersión  20  6 y emersión 33  6 

nmoles Pi x min-1 x mg prot-1). La emersión durante 240 min  no afectó la actividad Na+ 

ATPasa sensible a furosemida  (Fig. 5.2).  
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Figura 5.2. Actividades Na+ ATPasa insensible a furosemida (□) y Na+ 

ATPasa sensible a furosemida (■) en músculo de N. granulata antes y  luego 

de la emersión. Individuos sumergidos totalmente durante 24 h (pre-emersión) y 

posteriormente y expuestos al aire (emersión) durante 240 min. * indica 

diferencias significativas con respecto a la correspondiente a t0 (pre-emersión). 

Los datos son la media ± E.S. para 5 individuos. 

 

 

Actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata expuestos a emersión 

  

  Las actividades de AP en músculo de la quela no fueron afectadas por la emersión 

(Fig. 5.3). 
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Figura 5.3. Actividades de AP insensible a levamisol (■) y sensible a 

levamisol (■) en músculo de la quela de N. granulata en emersión.   

Individuos sumergidos totalmente durante 24 h (pre-emersión, t0) y 

posteriormente expuestos al aire (emersión) durante 15, 60, 120 y 240 min. 

Los valores son las medias ± E.S. para 5 individuos 
 

  

Efecto de la  emersión sobre concentraciones iónicas en hemolinfa 

 

Similarmente a lo descripto por Luquet et al. (1998), la diferencia en las 

concentraciones de iones fuertes ([Na+]- [Cl-]) en hemolinfa fue mayor a los 60 y 120 min de 

la emersión con respecto a t0,  15 y 240 min de emersión (Fig. 5.4).  

 

Actividades de AP en hepatopáncreas de N. granulata en condiciones de emersión 

 

 Las actividades de AP insensible a levamisol y sensible a levamisol en hepatopáncreas 

de individuos de N. granulata no fueron afectadas por la exposición durante 2 y 4 h a 

emersión (Fig 5.5). 
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Figura 5.4. Diferencia de iones fuertes ([Na+]- [Cl-]) en hemolinfa de 

N. granulata antes (pre-emersión: t0) y luego de diferentes tiempos 
de emersión. Los valores son la media ± E.S. para 4 individuos.  * indica 

diferencias significativas con respecto al correspondiente t0 (pre-

emersión). 

 

 

0 120 240
0

250

500

750

1000

1250

1500

t emersión (min)

A
ct

iv
id

ad
 E

sp
ec

ífi
ca

 d
e

A
P 

(
m

ol
es

 p
NP

x 
m

in
-1

x
m

g 
pr

ot
-1

)

 

Figura 5.5. Actividades de AP insensible a levamisol (■) y sensible a 

levamisol (■) en hepatopáncreas de N. granulata en emersión. Individuos 

fueron totalmente sumergidos  durante 24 h (t0; pre-emersión).  

Posteriormente,  se expusieron al aire durante 120 y 240 min (emersión). Los 

valores son las medias ± E.S. de 5 individuos.  
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Efecto de la emersión sobre la actividad proteolítica en hepatopáncreas de N. granulata  

 

 La actividad proteolítica en hepatopáncreas de individuos expuestos a emersión 

durante 120 min fue similar a la actividad previa a la emersión. La  actividad proteolítica en 

hepatopáncreas fue mayor  luego de 240 min  de emersión (11,9 U x h-1 x mg prot-1) con 

respecto a la actividad   pre-emersión (5,8 U x h-1 x mg prot-1)  (Fig. 5.6).  
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Figura 5.6.  Efecto de la emersión sobre la actividad proteolítica en 
hepatopáncreas de N. granulata. * indica diferencias significativas con 

respecto a t0 (pre-emersión). Los valores son la media ± E.S. para 5 

individuos. 

 

La concentración de proteínas en hepatopáncreas no varió luego de 120 y 240 min de 

emersión (datos no mostrados). 
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DISCUSIÓN 

 

Los resultados del presente capítulo muestran el efecto de la emersión sobre la actividad 

Na+ ATPasa insensible a furosemida de músculo de la quela  y sobre la actividad proteolítica 

en hepatopáncreas de Neohelice granulata. Estos resultados sugieren el rol del músculo, del 

hepatopáncreas, y de estas actividades enzimáticas, en mecanismos de ajuste a nivel 

bioquímico secundarios a la emersión en este cangrejo.  

 Se ha demostrado que N. granulata exhibe características a nivel morfológico y 

fisiológico que le permiten emerger por varias horas sin sufrir hipoxia y reestableciendo el pH 

de la hemolinfa (Luquet y Ansaldo, 1996; Luquet et al., 1998; Halperin et al., 2000). Se ha 

observado que N. granulata exhibe un incremento inicial en la Pco2 en hemolinfa,  asociada a 

una acidosis respiratoria, la cual es compensada a los 60 min de emersión (Luquet y Ansaldo, 

1996). Se ha sugerido que la acidosis respiratoria producida en los primeros momentos de la 

emersión es contrarrestada mediante la toma activa de Na+ a través de las branquias, 

produciéndose un incremento de la diferencia de los iones fuertes ([Na+]-[Cl-]) en la hemolinfa 

entre los 60 y 120 min de emersión (Luquet y Ansaldo, 1996; Luquet et al., 1998). 

Similarmente a lo descripto por Luquet et al. (1998), en esta tesis se observó un incremento de 

la diferencia de los iones fuertes en la hemolinfa de individuos de N. granulata de la laguna de 

Mar Chiquita  luego de 60 y 120 min de emersión (Fig. 5.4). Si este incremento se debe a la 

activación de un mecanismo de regulación del pH de la hemolinfa durante las dos primeras 

horas de emersión, como se sugirió  para N. granulata de otras áreas (Luquet y Ansaldo, 1996; 

Luquet et al., 1998) requiere mayor investigación. Además, la menor diferencia de iones 

fuertes en la hemolinfa de N. granulata expuesto a emersión por 240 min (Fig. 5.4) fue similar 

a lo previamente reportado (Luquet y Ansaldo, 1996; Luquet et al., 1998). Por otro lado, se 

observó también un incremento en la actividad Na+ ATPasa insensible a furosemida en 
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músculo de la quela de N. granulata luego de 240 min de emersión (Fig. 5.2), sugiriendo el rol 

del músculo y de esta actividad enzimática en mecanismos de ajustes secundarios a la 

emersión  en este cangrejo. El hecho que el incremento de esta actividad y la menor diferencia 

de iones fuertes en hemolinfa (Fig. 5.4) se observen al mismo tiempo (240 min) podría sugerir 

que la actividad Na+ ATPasa insensible a furosemida estaría involucrada en mecanismos de 

ajuste en músculo que se producen cuando ya no es posible mantener  la diferencia iónica 

debido probablemente a la disminución en la reserva de agua en las cámaras branquiales y se 

produce una nueva acidosis de la hemolinfa (Luquet et al., 1998). La actividad Na+ ATPasa 

insensible a furosemida en músculo podría estar involucrada en  el mantenimiento del 

gradiente electroquímico necesario para el funcionamiento de distintos sistemas de transporte 

dependientes de Na+ involucrados en  mecanismos de ajuste secundarios a la emersión (por ej., 

regulación del equilibrio ácido-base, movilización de sustratos de energía). En músculo del 

cangrejo  intermareal Carcinus maenas se observaron incrementos en los niveles de amonio y 

de aminoácidos libres luego de la emersión prolongada, sugiriéndose un rol de este tejido en la 

regulación del metabolismo de nitrógeno, bajo esas condiciones, al actuar como sitio de 

almacenamiento temporario y detoxificación de amonio mediante la síntesis de aminoácidos 

no esenciales (Durand y Renault, 1998; Durand et al., 1999).  Si la actividad  Na+ ATPasa 

insensible a furosemida está involucrada en  mecanismos de ajustes similares en músculo de la 

quela de N. granulata requiere más investigación.  Por otro lado, el hecho que las  actividades 

Na+/K+ ATPasa y  Na+ ATPasa sensible a furosemida coexistentes en el músculo de la quela  

de N. granulata, las cuales fueron afectadas por salinidad ambiental (Capítulo 3, presente 

Tesis), no fueron afectadas por la emersión, muestra la modulación diferencial de la  actividad 

Na+ ATPasa insensible a furosemida durante la emersión y, además, la especificidad de la 

respuesta de estas actividades enzimáticas en relación a distintas condiciones ambientales. 

Similarmente, se encontró que la actividad de AP insensible a levamisol en músculo de la 
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quela, la cual fue afectada  por la salinidad ambiental (Capítulo 3, presente Tesis), no fue 

afectada por emersión, sugiriendo, también, la respuesta diferencial dependiendo de la 

condición ambiental de esta actividad.  Por otro lado, la actividad de AP sensible a levamisol 

en músculo de la quela  de N. granulata, la cual no fue afectada por la salinidad ambiental 

(Capítulo 3, presente Tesis), tampoco fue afectada por la emersión. Esto sugiere que las 

actividades de AP en músculo no serían moduladas por la emersión.  El hecho que 

experimentos preliminares que se están llevando a cabo en nuestro laboratorio muestran 

resultados similares de la respuesta de estas actividades enzimáticas en músculo a la emersión 

en individuos previamente mantenidos en baja salinidad (Pinoni, obs. pers.), sugieren la 

especificidad del efecto de la emersión sobre estas actividades enzimáticas. 

  Para nuestro conocimiento, no se ha estudiado aún el efecto de la emersión sobre la 

actividad de enzimas del hepatopáncreas de cangrejos eurihalinos. En la  presente Tesis, 

(Capítulo 4) demostramos que el hepatopáncreas de N. granulata exhibe altas actividades de 

AP insensible y sensible a levamisol, y proteolítica,  sugiriendo que la modulación de la 

secreción de las mismas luego de la ingesta de alimento podría constituir un mecanismo de 

ajuste secundario a la hiperregulación. Similarmente a lo observado en músculo, las 

actividades de AP en hepatopáncreas no fueron afectadas por la emersión, sugiriendo que estas 

actividades tampoco serían moduladas por la emersión. A diferencia de las actividades de AP, 

la actividad proteolítica se incrementó luego de la emersión por 240 min,  sugiriendo una 

distinta modulación por emersión y salinidad (Capítulo 4, presente Tesis). 

Se sabe que el hepatopáncreas de crustáceos es un sitio de reserva de proteínas (revisión 

en Sánchez Paz et al., 2006).  Además, se ha observado que N. granulata exhibe una 

movilización diferencial de sustratos de energía frente a distintos tipos de estrés (Schmitt y 

Santos, 1993; Luvizotto-Santos, 2003; Oliveira et al., 2004). El incremento en la actividad 

proteolítica en hepatopáncreas en respuesta a la emersión podría asociarse a un aumento en la 
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degradación de las proteínas almacenadas en hepatopáncreas, constituyendo, posiblemente, un 

mecanismo de ajuste en el metabolismo proteico secundario a la emersión permitiendo a este 

cangrejo soportar períodos de emersión prolongados. Por otro lado, como la mayor actividad 

proteolítica se observó luego de 240 min de emersión, tiempo en el que se encontró también 

un incremento en la actividad Na+ ATPasa en músculo y límite impuesto por los mecanismos 

compensatorios asociados con la disminución de la diferencia de iones fuertes (Fig. 5.4, 

Luquet el al., 1998), este aumento podría constituir un paso previo y preparatorio para la 

posterior degradación de proteínas almacenadas en hepatopáncreas como un mecanismo de 

ajuste en condiciones de emersión.  

En conclusión, los resultados del presente capítulo sugieren un rol diferencial de la 

actividad Na+ ATPasa insensible a furosemida y del músculo frente a estrés por emersión  

prolongada así como también el rol de la actividad proteolítica y del hepatopáncreas. Sin 

embargo,  se necesitan más estudios para dilucidar el exacto rol de estas actividades 

enzimáticas de músculo de la quela y hepatopáncreas en mecanismos de ajuste asociados a la 

emersión (por ej. movilización de reservas, regulación del equilibrio ácido base, metabolismo 

de nitrógeno).  
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CAPÍTULO 6:  
 
 
 

CARACTERIZACIÓN PARCIAL Y RESPUESTA A 

SALINIDAD DE ACTIVIDADES DE FOSFATASA 

ALCALINA EN MÚSCULO DE LA QUELA DE 

Cyrtograpsus angulatus 
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INTRODUCCIÓN 

 
 

Cyrtograpsus angulatus es un cangrejo eurihalino que habita intermareales rocosos de 

costas abiertas y también penetra en ambientes estuariales (Spivak, 1988; 1999). C. angulatus 

es móvil y activo en el intermareal, principalmente cuando el área está cubierta por la marea, 

pero se refugia bajo las rocas o en el inframareal somero durante la bajamar (Spivak, et al., 

1994). En el intermareal de la laguna costera de Mar Chiquita (provincia de Buenos Aires, 

Argentina), C. angulatus está expuesto a cambios abruptos y frecuentes en la salinidad 

ambiental, rango entre 4 y 35 ‰ (Anger et al., 1994; Spivak et al., 1994).  

Se han realizado muy pocos estudios sobre la fisiología bioquímica de este cangrejo. 

Trabajos previos en nuestro laboratorio demostraron que C. angulatus de la laguna de Mar 

Chiquita exhibe una alta capacidad ionorregulatoria frente a cambios abruptos a salinidad 

ambiental reducida (López Mañanes et al., 2002; Elhalem y López Mañanes, 2003).  En 

condiciones de salinidad ambiental reducida, se ha sugerido para este cangrejo, un rol 

diferencial de las branquias anteriores y posteriores, y de la Na+/K+ ATPasa branquial en la 

hiperregulación tanto a corto como a largo plazo (López Mañanes et al., 2002; Elhalem y 

López Mañanes, 2003; Elhalem y López Mañanes, 2004). Además, se encontró una respuesta 

diferencial a serotonina de la actividad Na+/K+ ATPasa de branquias individuales sugiriendo la 

existencia de mecanismos diferenciales de regulación mediados por esta amina biogénica en 

branquias anteriores y posteriores de C. angulatus (Elhalem y López Mañanes, 2003). Sin 

embargo, los mecanismos de ajuste a nivel bioquímico, en otros órganos o tejidos de C. 

angulatus, bajo condiciones de salinidad reducida han sido menos investigados. En este 

contexto, determinamos previamente la presencia, características y respuesta a baja salinidad 

de actividad Na+/K+ ATPasa y de AP total en músculo de la quela de C. angulatus de la laguna 
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costera de Mar Chiquita, sugiriendo el rol de esta enzima y del músculo en mecanismos de 

ajuste secundarios a la osmoionorregulación (Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes, 2003 a, 

b).  

En mamíferos, las AP han sido ampliamente estudiadas y ha sido demostrada su 

participación en diferentes procesos fisiológicos (Warnes, 1972; Pekarthy et al., 1972; 

Cyboron, 1982; Moss, 1992; Hessle et al., 2002; Hoemann et al., 2008; Geddes y Philpot et 

al., 2008). Las AP en invertebrados han sido mucho menos estudiadas.  A pesar de que la AP 

ha sido identificada y caracterizada en varios tejidos de invertebrados (Itoh et al., 1999; Chen 

et al., 2000; 2005; Park et al., 2001; Mazorra et al., 2002; Xiao et al., 2002), su exacto rol 

fisiológico no ha sido aún claramente establecido. 

El rol de AP en respuesta a variaciones en la salinidad ambiental ha sido escasamente 

estudiado en cangrejos eurihalinos. Se ha determinado la existencia de una actividad de AP 

sensible a baja salinidad en branquias posteriores del cangrejo eurihalino Callinectes sapidus, 

la cual podría modular la respuesta osmorregulatoria como efector para el incremento de la 

actividad Na+/K+ ATPasa branquial (Lovett et al., 1994). Los resultados de esta Tesis  

(Capítulo 4) muestran la presencia de dos actividades de AP en músculo de la quela de 

Neohelice granulata de la laguna de Mar Chiquita y el efecto diferencial de la aclimatación a 

salinidad reducida sobre la actividad de AP insensible a levamisol. Preliminarmente 

determinamos la existencia de actividad de AP a pH 9 (actividad total) en músculo de la quela 

de C. angulatus, la cual fue sensible a la salinidad ambiental y a dopamina (DA) in vivo 

(Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes, 2003 b). Además, en la presente Tesis se demostró la 

existencia de dos actividades de AP en músculo de la quela de N. granulata con un respuesta 

diferencial a la salinidad ambiental y a mensajeros químicos (Capítulo 3). 

 Como parte del estudio integrativo de mecanismos de ajuste frente a estrés ambiental, 

se estudió: 
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       la existencia y características bioquímicas de las actividades de AP presentes 

en músculo de la quela de C. angulatus;  

        el efecto de salinidad reducida (10 ‰) sobre la actividades de AP presentes 

en músculo de la quela de C. angulatus; 

  la posible regulación por mensajeros químicos (DA) de las actividades de AP 

presentes en músculo de la quela de C. angulatus en condiciones de  

hiperregulación. 

El estudio de las respuestas de las actividades de AP bajo condiciones de 

hiperregulación  contribuye a un mejor entendimiento de la complejidad de los mecanismos 

bioquímicos subyacentes al proceso osmorregulatorio en este cangrejo. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Productos químicos 

 

Tris-(hidroximetilamino-metano), EGTA (ácido etilenglicol N’, N’, N, N-tetracético), 

SAB (seroalbúmina bovina), dopamina (3-hidroxitiamina) y levamisol (L [_]-2, 3, 5, 6-

Tetrahidro-6-fenilimidazol [2,1-b] thiazol) fueron de Sigma (St. Louis, Mo., USA); pNP (p-

nitrofenol), sacarosa y ácido clohídrico fueron de Merck (Darmstad, Alemania); sulfato de 

magnesio, Coomasie Blue G250 y pNPP (p-nitrofenilfosfato) fueron de Fluka (Alemania). 

Otros productos químicos utilizados fueron de grado analítico. Todas las soluciones se 

prepararon en agua destilada. 
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Captura y mantenimiento de los animales 

 

Machos adultos de Cyrtograpsus angulatus (ancho de caparazón mayor a 2,5 cm) en 

intermuda se recolectaron en la laguna de Mar Chiquita (provincia de Buenos Aires, 37º32'-

37º45’S; 57º19'-57º26’O). Los individuos se transportaron inmediatamente al laboratorio en 

recipientes con agua del sitio de recolección.  

Los cangrejos se mantuvieron en acuarios al menos 10 días a 35 (agua de mar) o 10 ‰ 

de salinidad (agua de mar diluída con agua destilada). El agua se aireó y filtró 

permanentemente en condiciones controladas de temperatura (22  2º C) y fotoperíodo  (12 h. 

luz/ 12 h. oscuridad). Los acuarios se cubrieron con nylon negro para reducir disturbios. Los 

individuos fueron alimentados 3 veces por semana con alimento comercial (Cichlind T.E.N., 

Wardley, USA: 40 % proteínas, 3 % grasas, 4 % fibras) (0,07 g por individuo) y fueron 

privados de alimento 48 h antes de los experimentos.  

 

Preparación de extractos enzimáticos 

 

Los cangrejos fueron crioanestesiados  durante 20 minutos. Se cortaron las quelas y se 

extrajo inmediatamente el tejido muscular de las mismas, el cual se colocó en buffer de 

homogeneización (Sacarosa 0,25 M / EGTA -Tris 0,5 mM, pH 7,4) (8 ml de buffer x g de 

tejido-1) y se homogeneizó en homogeneizador CAT (tool T10) en hielo. Para cada 

preparación se trabajó con músculo de ambas quelas extraídas de un único individuo. Los 

homogenatos se fraccionaron y se almacenaron a -20 ºC hasta su uso (medición de proteínas). 

Antes de ser congeladas, se agregó glicerol (1,3 % v/v) a todas las muestras.  
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Determinación de la actividad de AP 

 

La actividad de AP se determinó colorimétricamente midiendo la hidrólisis de pNPP 

en un medio conteniendo SO4Mg 1mM en buffer Tris 100 mM / HCl (pH 7,4 y 8,0) en 

ausencia (actividad AP total) y en presencia de levamisol 16 mM (actividad de AP insensible a 

levamisol). La actividad de AP sensible a levamisol fue estimada como la diferencia entre 

ambos ensayos. 

La cantidad adecuada de proteínas (zona de linealidad de la curva de actividad versus 

concentración de proteínas del correspondiente homogenato de músculo) (200-350 µg de 

proteínas) se agregó a la mezcla de reacción y se preincubó 5 minutos a 37º C. La reacción de 

fosfatasa se inició por la adición de pNPP (concentración final 9,5 mM). La incubación se 

realizó a  37º C durante 30 min. La reacción se interrumpió mediante el agregado de 2 ml de 

KOH 0,1 M. El pNP liberado se cuantificó por medición de la absorbancia en 410 nm.  

Para otros estudios de caracterización, la actividad de AP se ensayó como se describió 

anteriormente pero en presencia de distintas concentraciones de pNPP o a diferente pH del 

medio de reacción según se indica para cada experimento. El efecto de la temperatura sobre la 

actividad de AP se determinó como se describió previamente pero variando la temperatura de 

incubación. Se utilizaron individuos aclimatados a 35 ‰ de salinidad para estos experimentos. 

La actividad de AP se expresó como nmoles pNP x min-1 x mg proteína-1. 

 La determinación de la actividad enzimática se ensayó siempre con muestras que no 

fueron previamente descongeladas. El congelado de las muestras no alteró los valores de 

actividad. 
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Estudios “in vitro” de mensajeros químicos sobre las actividades de AP en músculo de la 

quela  

 

 Se estudió el efecto de la incubación de secciones de músculo durante 30, 60, 90 y 120 

min con DA  10-4 M sobre las actividades de AP. Para esto, los individuos fueron 

crioanestesiados durante 20 min y se extrajo el músculo de ambas quelas, se pesó, se secó y se 

fraccionó. Se utilizaron 0,1 g de tejido para cada tratamiento. Las secciones de músculo se 

incubaron a 30 ºC con agitación constante (velocidad 6, baño Dubnoff) en medio de 

incubación (buffer ácido bórico 8,8 mM/Tris pH 7,6, NaCl 330, KCl  9 mM, Mg2Cl 10 mM) 

en ausencia (control) o en presencia de DA 10-4 M. A distintos tiempos luego de la incubación, 

se separó el tejido del medio de incubación por centrifugación (Beckman Microfuge) durante 

30 s. Posteriormente, se determinaron las actividades de AP en homogenato de músculo de la 

quela.  La composición del medio de incubación utilizado contenía la concentración de los 

principales osmolitos de la hemolinfa de C. angulatus expuestos a 10 ‰ de salinidad (Tabla 

6.1). 

 

Determinación de las concentraciones iónicas en hemolinfa 

 

La extracción de hemolinfa y  la determinación de iones en hemolinfa se realizó como 

se describió para N. granulata (Capítulo 3, presente Tesis). 

 

Análisis de los resultados 

 

 El análisis estadístico se realizó mediante el programa Sigma-Stat 3.0 para Windows, 

el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas y normalidad. Para los 
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estudios de caracterización, se realizó un análisis de varianza para muestras repetidas 

paramétrico (RM-ANOVA).  Para los estudios de salinidad y DA se realizó un análisis de 

varianza paramérico (ANOVA de una vía) o no paramétrico (Kruskal-Wallis). Un a posteriori 

ANOVA test (método Holm-Sidak) fue utilizado para identificar diferencias y un p<0,05 fue 

considerado significativo. Los resultados del efecto de variaciones en la concentración de 

pNPP sobre la actividad de AP fueron analizados por medio de un análisis de regresión no 

lineal (GraphPad Prism 2.01 software). Las  curvas mostradas son las que mejor ajustan a los 

datos experimentales. Los valores de Km (constante de Michaelis-Menten) fueron estimados 

por el análisis de los datos utilizando el gráfico de Lineweaver-Burk (GraphPad Prism 2.01 

software). I50 (concentración de levamisol a la cual la actividad de AP sensible a levamisol fue 

inhibida en un 50 %) fue calculada de la curva de inhibición (GraphPad Prism 2.01 software). 

 

RESULTADOS 

 

Actividades de AP en músculo de la quela de Cyrtograpsus angulatus: efecto del pH y 

levamisol 

 

La inhibición por levamisol reveló la presencia en músculo de la quela de C. angulatus 

de dos actividades de AP: una actividad sensible a levamisol y una insensible a levamisol (Fig. 

6.1). Se determinó la actividad de AP en músculo de la quela de C. angulatus dentro del rango 

de pH de 7,4 a 10,0 en ausencia y en presencia de levamisol 16 mM. La actividad de AP 

insensible a levamisol no varió dentro del rango de pH de 7,4 a 8,0; disminuyendo alrededor 

del 64 % a pH 8,4, y mostrando un leve incremento con respecto a pH 8,4 (55 % de la máxima 

actividad) a pH 9,0 (Fig. 6.2 A). La actividad de AP sensible a levamisol  fue alta dentro del 

rango de pH de 7,4 a 8,4; encontrándose la actividad más alta a pH 8,0 (Fig. 6.2 B). A pH 9,0, 
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esta actividad fue baja. Ambas actividades mostraron una inhibición de aproximadamente el 

96 % a pH 10,0.  
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Figura 6.1. Actividades de AP total (■), insensible a levamisol (■) y 

sensible a levamisol (■) en músculo de la quela de C. angulatus. La 

actividad se midió en presencia y ausencia de  levamisol  16 mM. Los datos 

son la media ± E.S. para 3 a 4 individuos. 
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Figura 6.2. Efecto del pH sobre  las actividades de AP insensible a levamisol (A) y sensible a 
levamisol (B) en músculo de la quela de C. angulatus.  Los valores de actividad de AP son 

expresados  como porcentaje de la correspondiente actividad a pH 7,4 (100 %). Los datos son las 

medias  E.S. para 3 a 6 individuos. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). 
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Figura 6.3.  Inhibición dependiente de la dosis de levamisol de la actividad de AP sensible a 

levamisol en músculo de la quela de C. angulatus a pH 7,4 (A)  y 8,0 (B).  La actividad de AP 

sensible a levamisol en ausencia de levamisol se tomó como el 100 %. I50: concentración de levamisol  

que produce el 50 %  de inhibición de la actividad de AP sensible a levamisol, calculada  por GraphPad 

Prism 2.01. Los valores son las medias ± E.S. de 3 individuos. 

 

El levamisol produjo una inhibición dependiente de la dosis de la actividad de AP 

levamisol sensible. I50  para el levamisol (concentración que produce el 50 % de la inhibición 

de la actividad de AP sensible a levamisol) fue similar a pH 7,4 y 8,0 (8,8 y 8,0 mM 

respectivamente) (Fig. 6.3). 

 

Efecto del pNPP sobre las actividades de AP en músculo de la quela de C. angulatus 

 

Las actividades de AP insensible y sensible a levamisol exhibieron cinéticas de tipo 

michaeliana. La actividad de AP insensible a levamisol mostró una Km menor para el pNPP 

(Km= 0,417 mM y 0,243 mM a pH 7,4 y 8,0, respectivamente) que la actividad de AP sensible 

a levamisol (Km= 3,451 mM y 6,906 mM a pH 7,4 y 8,0, respectivamente) (Fig. 6.4).  
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Figura 6.4. Efecto del pNPP sobre las actividades de AP insensible y sensible a levamisol a pH 7,4 
y 8,0 en músculo de la quela de C. angulatus. Las curvas mostradas son las que mejor ajustan a los 

datos experimentales. Los valores de Km (constante de Michaelis-Menten) fueron estimados por el 

análisis de los datos utilizando el gráfico de Lineweaver-Burk (GraphPad Prism 2.01 software). Los 

valores de actividad de AP son expresados  como porcentaje de la actividad en presencia de pNPP 9,5 

mM (100 %). En algunos casos, las barras de error fueron menores que los símbolos usados. Los 

valores son la media ± E.S. para 3 individuos. 
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Efecto de la temperatura sobre las actividades de AP en músculo de la quela de C. angulatus 

 

Las actividades de AP insensible a levamisol y sensible a levamisol fueron fuertemente 

afectadas por la temperatura del medio de reacción  (Fig. 6.5). La actividad de AP insensible a 

levamisol fue máxima a 37 ºC a ambos niveles de pH, disminuyendo a menores y mayores 

temperaturas. A 4 ºC, la actividad  fue sólo de aproximadamente el 10 % de la máxima 

actividad (Fig. 6.5). No se detectó actividad de AP sensible a levamisol a 4 ºC a pH 7,4 

mientras que fue muy baja a pH 8,0. A temperaturas mayores, la actividad de AP sensible a 

levamisol a ambos niveles de pH se incrementó, detectándose la máxima actividad a 37ºC y 

disminuyendo alrededor del 60 % a 45ºC (Fig. 6.5). 
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Figura 6.5. Efecto de la temperatura (4-45 ºC) sobre las actividades de AP insensible a levamisol 

y sensible a levamisol a pH 7,4 en músculo de la quela de C. angulatus. Los valores de actividad de 

AP están expresados en relación a la actividad a 37 ºC (100 %). En algunos casos, las barras de error 

fueron menores que los símbolos usados. Los valores son la media ± E.S. para 3 individuos. Letras 

diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). 
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Efecto de la salinidad ambiental sobre las actividades de AP en músculo de la quela de C. 

angulatus 

 

 Para determinar el efecto de la salinidad ambiental los cangrejos fueron mantenidos a 

35 y 10 ‰ de salinidad, salinidades a las cuales este cangrejo ionoconforma e ionorregula 

respectivamente (Tabla 6.1). La actividad de AP insensible a levamisol a 35 ‰ de salinidad 

(1441± 170 nmoles pNP x min-1 x mg prot-1) fue similar que a salinidad reducida (Fig. 6.6). 

En individuos mantenidos a 10 ‰ de salinidad, la actividad de AP sensible a levamisol (548 ± 

21 nmoles pNP x min-1 x mg prot-1) fue mayor que la actividad de AP en cangrejos 

aclimatados a 35 ‰ de salinidad (449 ± 34 nmoles pNP x min-1 x mg prot-1)  (Fig. 6.6). 

 

Tabla 6.1. Concentración de iones (mEq l-1) en el medio externo y en hemolinfa de C. angulatus. 

 35  ‰ de salinidad 10 ‰ de salinidad 

 Medio Hemolinfa Medio Hemolinfa 

Na+ 420,818,8  406,718,8  1793,2  332,86,6 * 

K+ 10,22,7 7,81,9  3,80,3  8,60,4  * 

Cl- 497,634,2  44012,1  1523,3  363,316,1* 

*Indica diferencias significativas con la correspondiente concentración del 

medio externo (p<0.05). Los valores son las medias  E.S. para 4 a 9 

muestras. 
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Figura 6.6. Efecto de la exposición a salinidad reducida sobre las actividades de AP insensible a 

levamisol y sensible a levamisol en músculo de la quela Los valores son la media ± E.S. para 5 a 7 

individuos. Barras llenas: 35 ‰ de salinidad. Barras rayadas: 10 ‰ de salinidad. * Indica diferencias 

significativas con respecto a la correspondiente actividad a 35 ‰ de salinidad (p<0.05).  

 

Actividades de AP en músculo de la quela de C. angulatus en presencia de DA  “in vitro” 

 
Se estudió  el efecto in vitro de DA 10-4 M sobre las actividades de AP insensible y 

sensible a levamisol en músculo de la quela de C. angulatus en condiciones de 

hiperregulación.  La DA no afectó ninguna de las dos actividades de AP en músculo a ninguno 

de los tiempos estudiados (datos no mostrados).  

 

DISCUSIÓN 

  

 Los resultados del presente capítulo muestran la existencia de dos actividades de AP: 

una actividad insensible a levamisol y una actividad sensible a levamisol, con una respuesta 

diferencial a la salinidad ambiental, en músculo de la quela del cangrejo eurihalino 

Cyrtograpsus angulatus.  
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 El levamisol, un conocido inhibidor de la actividad de AP, es comúnmente utilizado 

para discriminar entre isoformas de AP en mamíferos (Van Belle, 1976; Calhau et al., 2000; 

Ali et al., 2006a). En cangrejos eurihalinos, la presencia de una actividad de AP insensible a 

levamisol y una actividad de AP sensible a levamisol ha sido demostrada en branquias de 

Callinectes sapidus (Lovett et al., 1994). Al igual que en músculo (Capítulo 2, presente Tesis) 

y hepatopáncreas (Capítulo 4, presente Tesis) del cangrejo eurihalino Neohelice granulata, en 

músculo de C. angulatus  se demostró la presencia de actividad de AP insensible y sensible a 

levamisol (Fig. 6.1).  

 Las AP de diferentes tejidos de invertebrados exhiben un pH óptimo entre 7,1 y 10,9 

(Lovett et al., 1994; Itoh et al., 1999; Funk, 2001; Mazorra et al, 2002; Xiao et al., 2002). En 

C. angulatus, las actividades  de AP insensible y sensible a levamisol mostraron diferente 

sensibilidad frente a variaciones en los niveles de pH del medio de reacción, aunque ambas 

actividades mostraron una alta inhibición a pH 10,0 (Fig.  6.2). La respuesta al pH de las 

actividades de AP insensible y sensible a levamisol en músculo de la quela de C. angulatus 

fue diferente a lo descripto para músculo de la quela de N. granulata (Capítulo 2, presente 

Tesis). La actividad de AP insensible a levamisol en músculo de C. angulatus mostró ser 

máxima en un rango de pH de 7,4 a 8,0, este comportamiento fue similar al encontrado para la 

correspondiente actividad en músculo de N. granulata. A diferencia de  músculo de N. 

granulata, donde la actividad de AP insensible a levamisol fue baja (Capítulo 2, presente 

Tesis), a pH 9,0 la actividad de AP insensible a levamisol en músculo de C. angulatus fue 

mayor que a pH 8,4. 

 El comportamiento cinético de Michaelis-Menten con respecto al pNPP de las 

actividades de AP en músculo de la quela de C. angulatus (Fig. 6.4) está de acuerdo con lo 

descripto para esta actividad en branquias de C. sapidus (Lovett et al., 1994), tracto digestivo 

del cangrejo Scylla serrata (Chen et al., 2000), y músculo de la quela de  N. granulata 
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(Capítulo 2, presente Tesis). Sin embargo, se encontraron diferencias en los valores de Km 

entre la actividad de AP insensible y sensible a levamisol en músculo de la quela de C. 

angulatus (Fig. 6.3), sugiriendo una mayor afinidad por el sustrato para la actividad de AP 

insensible a levamisol al igual que lo observado para músculo de N. granulata (Capítulo 2, 

presente Tesis).  

 Las AP de diferentes tejidos animales exhiben una sensibilidad variable a la 

temperatura (Olsen et al., 1991; Àsgeirsson et al., 1995; Funk, 2001; Bortolato et al., 2002). 

En invertebrados, el óptimo de temperatura de la actividad de AP parece ser dependiente de la 

especie y del tejido. La respuesta de la  actividad de AP insensible a levamisol en músculo de 

la quela de C. angulatus a la temperatura (Fig. 6.5) concuerda con lo encontrado para esta 

actividad en músculo de N. granulata (Capítulo 2, presente Tesis). En músculo de la quela de 

C. angulatus y N. granulata las actividades de AP sensible a levamisol fueron mayores a 

37ºC, pero esta actividad en C. angulatus mostró menor sensibilidad a la temperatura que en  

N. granulata.  

En animales, varios procesos son regulados por defosforilación de componentes clave 

(por ej., varias enzimas y sistemas de transporte), mediado por diferentes actividades de 

fosfatasas, tales como las AP (revisión en Barford, 1999). Por ejemplo, en músculo de la 

ardilla, se demostró la regulación de la actividad Na+/K+ ATPasa vía la defosforilación por AP 

(Mac Donald y Storey, 1999). 

El rol de la AP como componente de las respuestas a la salinidad ambiental  en 

cangrejos eurihalinos ha sido poco estudiado. Se ha observado la disminución de la actividad 

de AP sensible a levamisol en branquias de C. sapidus aclimatados a baja salinidad (Lovett et 

al., 1994). En este cangrejo se ha sugerido que la AP branquial podría ser un efector para los 

cambios adaptativos a la baja salinidad en la actividad de la Na+/K+ ATPasa branquial. Esta 

regulación por parte de la AP podría efectuarse mediante la síntesis o translocación de 
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poliaminas, las cuales modulan la actividad Na+/K+ ATPasa (Lovett et al., 1992; 1994). Los 

resultados de este Capítulo muestran la mayor actividad de AP sensible a levamisol a pH 7,4 

en músculo de C. angulatus en condiciones de hiperregulación (Tabla 6.1; Fig. 6.6) sugiriendo 

que esta actividad podría ser un componente a nivel bioquímico de los mecanismos de ajuste a 

baja salinidad ambiental en este cangrejo.  Si el incremento de la actividad de AP sensible a 

levamisol en músculo de C. angulatus en condiciones de hiperregulación tiene una relación 

fisiológica con el incremento en la actividad Na+/K+ ATPasa (Pinoni, 2003; Pinoni y López 

Mañanes, 2003 a), como se sugirió para branquias de  C. sapidus (Lovett et al., 1994), requiere 

mayor investigación. Por otro lado, la respuesta a la salinidad ambiental de las actividades de 

AP en músculo de la quela de C. angulatus fue diferente a lo encontrado para músculo de N. 

granulata (Capítulo 3, presente Tesis).  Esto sugiere la posible existencia de mecanismos de 

regulación diferenciales operando en ambos cangrejos en condiciones de hiperregulación. 

Además, las diferencias en las características bioquímicas en las actividades de AP podría 

sugerir la existencia de diferentes formas en ambos cangrejos. Queda por ser investigado si la 

actividad de AP en C. angulatus está involucrada en procesos de fosforilación-defosforilación 

regulando componentes claves involucrados en mecanismos de ajuste a nivel bioquímico a 

baja salinidad (por ej., regulación del volumen celular, regulación ácido-base, y movilización 

de sustratos de energía).  Así, se han descripto diferentes respuestas fisiológicas durante un 

estrés hipoosmótico en músculo de cangrejos tales como regulación del volumen celular en las 

fibras musculares mediante el uso coordinado de iones inorgánicos y aminoácidos libres en 

Cancer irroratus, (Moran y Pierce, 1984), una alcalosis  que sugiere un intercambio ácido-

base entre los compartimientos intra- y extra-celular en Eriocheir sinensis (Whiteley et al., 

2001), y movilización de lípidos y actividad gluconeogénica en N. granulata (Luvizotto-

Santos et al., 2003; Schein et al., 2004; revisión en Bianchini et al., 2008).  
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DA es uno de los mensajeros que controlan las respuestas a corto plazo a cambios en la 

salinidad ambiental en cangrejos eurihalinos (revisión en Fingerman et al., 1994; Morris, 

2001; Lucu y Towle, 2003). Además, en branquias de varias especies tanto la toma neta de 

Na+ como la actividad Na+/K+ ATPasa son reguladas por DA (Morris y Edwards, 1995; Mo et 

al., 1998; Schleich et al., 1999; Morris, 2001; Lucu and Towle, 2003). Las actividades de AP 

insensible y sensible a levamisol en músculo de la quela de C. angulatus no fueron afectadas 

in vitro por DA, a diferencia de lo encontrado in vivo para la actividad de AP total a pH 9,0 de 

este tejido (Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes, 2003 b) sugiriendo que esta amina ejerce 

una regulación directa de las actividades de AP en músculo de este cangrejo. Sin embargo, se 

deben realizar mayores estudios (por ej. curvas dosis respuesta, experimentos in vivo y en 

condiciones de osmoconformación) antes de descartar la regulación de estas actividades por 

DA.  

Las diferentes características bioquímicas y la respuesta diferencial de las actividades 

de AP insensible y sensible a levamisol sugieren la presencia de distintas formas de AP en 

músculo de la quela de C. angulatus. Además, las diferencias en las características 

bioquímicas, y en la respuesta a salinidad ambiental y DA entre las actividades de AP a pH 7,4 

(presente Tesis) y  la actividad de AP a pH 9,0 (Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes, 

2003b) sugieren también que la actividad a pH 9,0 podría ser una isoforma de AP distinta, 

insensible a levamisol, con un rol diferencial asociado a la hiperregulación. Sin embargo, se 

requieren mayores estudios para determinar la presencia de distintas formas de AP en músculo 

de este cangrejo.  
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CAPÍTULO 7:  

ACTIVIDADES DE FOSFATASA ALCALINA Y 

ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA EN 

HEPATOPÁNCREAS DE Cyrtograpsus angulatus:  

RESPUESTA A SALINIDAD   
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INTRODUCCIÓN 

 

En cangrejos eurihalinos, los procesos fisiológicos (ej. osmoionorregulación) que les 

permite a estos organismos soportar los cambios en las condiciones ambientales (ej. salinidad), 

implican generalmente demandas incrementadas de energía (Kinsey et al., 2003; Stickle et al., 

2007; Normant y Gibowicz; 2008). La modulación diferencial de la actividad de enzimas 

digestivas específicas podría constituir un importante mecanismo de ajuste a nivel bioquímico 

para maximizar el nivel de ganancia y utilización de energía (Caviedes-Vidal et al., 2000; 

Casillas-Hernandez et al.; 2002, Johnston, 2003; del Valle et al., 2004; 2006b, Sanchez Paz et 

al., 2006; Naya et al., 2007, del Valle y López Mañanes, 2008).  Distintas actividades de AP y 

proteolíticas, las cuales participan en el mantenimiento de diversas funciones esenciales del 

tracto digestivo de invertebrados (Momin y Ragnekeer, 1974; Barker y Gibson, 1977; Van 

Wormhoudt, 1980; Lovett y Felder, 1990 b; García-Carreño, 1992; García-Carreño et al., 

1994; Eguchi et al., 1995; Funk, 2001; Navarrete del Toro et al., 2006; revisión en Muhlia-

Almazán et al., 2008), serían enzimas claves en este proceso. Así, un estudio integrativo de las 

respuestas a nivel digestivo es de fundamental importancia para conocer los mecanismos de 

ajuste asociados que permiten la adaptación a ambientes heterogéneos.  

En la presente Tesis se demostró que el hepatopáncreas de Neohelice granulata 

presenta actividades de AP y proteolítica las cuales son afectadas a tiempos cortos luego de la 

ingesta de alimento en baja salinidad, sugiriendo que la secreción diferencial de estas enzimas 

en salinidad reducida podría resultar en una modificación de la capacidad digestiva de N. 

granulata constituyendo así un mecanismo de ajuste secundario a la hiperregulación, 

posiblemente relacionado con la demanda incrementada de energía en estas condiciones 

(Capítulo 3). 
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Trabajos previos en nuestro laboratorio y resultados de la presente Tesis demostraron 

que Cyrtograpsus angulatus de la laguna costera de Mar Chiquita exhibe una alta capacidad 

hiperregulatoria  a corto y largo plazo en condiciones de salinidad  reducida (López Mañanes 

et al., 2002; Elhalem y López Mañanes, 2003, Capítulo 6, presente Tesis).  La respuesta 

diferencial de la actividad Na+/K+ATPasa en branquias individuales en condiciones de baja 

salinidad ambiental  y luego de un cambio abrupto a salinidad reducida sugiere un rol 

diferencial de esta enzimas y de branquias anteriores y posteriores en los mecanismos 

ionorregulatorios en este cangrejo (López Mañanes et al., 2002; Elhalem y López Mañanes, 

2003; Elhalem y López Mañanes, 2004). Las respuestas a nivel bioquímico a salinidad 

ambiental en otros órganos o tejidos de C. angulatus han sido poco investigadas. Hemos 

demostrado la presencia de actividad Na+/K+ ATPasa (Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes, 

2003 a) y de actividades de AP (Pinoni, 2003; Pinoni y López Mañanes, 2003 b; 2004; 

Capítulo 6, presente Tesis) sensibles a salinidad ambiental  en músculo de la quela de C. 

angulatus sugiriendo el rol de estas enzimas y del músculo de la quela  en mecanismos de 

ajuste secundarios a la osmoionorregulación en este cangrejo. Además, estos resultados 

sugieren la existencia de mecanismos de ajustes coordinados a nivel bioquímico en C. 

angulatus asociados a la hiperregulación, que podrían implicar demandas diferenciales de 

energía (ej. cambios en la actividad de ATPasas).  

  

En este contexto, se determinó: 

 la existencia de actividades de AP y proteolítica en hepatopáncreas de C. 

angulatus;  

  el efecto de la exposición a salinidad ambiental  reducida (10 ‰) sobre las 

actividades de AP  y  proteolítica en hepatopáncreas de C. angulatus.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 
Productos químicos 

 

Tris-(hidroximetilamino-metano), EGTA (ácido etilenglicol N’, N’, N, N-tetracético), 

SAB (seroalbúmina bovina), levamisol (L [-]-2, 3, 5, 6-Tetrahidro-6-fenilimidazol [2,1-b] 

tiazol hidrocloruro) y azocaseína fueron de Sigma (St. Louis, Mo., USA); pNP (p-nitrofenol), 

ácido clohídrico, cloruro de magnesio y  cloruro de sodio fueron de Merck (Darmstad, 

Alemania); sulfato de magnesio, cloruro de potasio, Coomasie Blue G250 y pNPP (p-

nitrofenilfosfato)  fueron de Fluka (Alemania). Otros productos químicos utilizados fueron de 

grado analítico. Todas las soluciones se prepararon en agua destilada. 

 

Captura y mantenimiento de los animales 

 

Se realizó según se descriió en el Capítulo 6. 

 

Preparación de extractos enzimáticos 

 

Los cangrejos fueron crioanestesiados durante 20 minutos. Se removió el caparazón, y 

se extrajo y pesó el hepatopáncreas. El hepatopáncreas se colocó en buffer (Tris 100 mM 

/HCl pH 7,4; 4 ml de buffer x g de tejido-1) y se homogeneizó en homogeneizador CAT (tool 

T10) en hielo. Luego se centrifugó a 10.000 x g durante 15 min (Sorval, rotor SS34). Se 

separó el sobrenadante el cual se fraccionó y almacenó a  –20º C hasta su uso. Antes de ser 

congeladas, se agregó glicerol (1,3% v/v) a todas las muestras.  
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Determinación de las actividades de AP en hepatopáncreas 

 

La actividad de AP se determinó como se describe en el Capítulo 4 de la presente 

Tesis. 

La actividad de AP se expresó como µmoles pNP x min-1 x mg proteína-1. 

La determinación de la actividad enzimática se ensayó siempre con muestras que no 

fueron previamente descongeladas. El congelado de las muestras no alteró los valores de 

actividad. 

 

Determinación de la actividad proteolítica 

 

La actividad proteolítica se determinó como se describe en el Capítulo 4 de la presente 

Tesis. 

 La actividad se expresó como unidades de enzima (U) x h-1 x mg prot-1. Una U fue 

definida arbitrariamente como la cantidad de extracto enzimático que produjo un incremento 

de 1 en la absorbancia en 440 nm.  

La determinación de la actividad enzimática se ensayó siempre con muestras que no 

fueron previamente descongeladas. El congelado de las muestras no alteró los valores de 

actividad. 

 

Determinación de la concentración de proteínas 

 

 La determinación de proteínas se realizó por el método de Bradford (1976). Como 

estándar se utilizó seroalbúmina bovina (0,96 mg/ml). 
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Análisis de resultados experimentales 

 

El análisis estadístico fue realizado utilizando el programa Sigma-Stat 3.0 para 

Windows, el cual realiza automáticamente un test previo de igualdad de varianzas y 

normalidad. Para estudiar el efecto del pH sobre la actividad de AP se utilizó un análisis de 

varianza paramétrico para muestras repetidas (RM-ANOVA). Para estudiar el efecto de la 

salinidad sobre las actividades de AP y proteolítica se utilizó un análisis de varianza 

paramétrico  (ANOVA de una vía) o no paramétrico (Kruskal-Wallis). Se utilizó un test a 

posteriori (método Holm-Sidak) para identificar diferencias y un p<0,05 fue considerado 

significativo.  

 

RESULTADOS 

 

Actividad de AP  en hepatopáncreas de  Cyrtograpsus angulatus: respuesta al pH y levamisol 

 

Inicialmente, se determinó la actividad de AP total en hepatopáncreas de C. angulatus 

mantenidos en condiciones de ionoconformación (35 ‰ de salinidad; Tabla 6.1) a pH 8,5 (Fig. 

7.1). Posteriormente,  se determinó la actividad de AP en hepatopáncreas a pH 8,5 en ausencia 

y en presencia de levamisol 16 mM (concentración a la que se obtuvo la máxima inhibición de 

la actividad de AP sensible a levamisol en músculo, Capítulo 6). La inhibición por levamisol 

reveló la presencia en hepatopáncreas de C. angulatus de dos actividades de AP: una actividad 

sensible a levamisol y una insensible a levamisol (Fig. 7.1).  
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Figura 7.1. Actividades de AP total (■), insensible a levamisol (■) y sensible a 

levamisol (■) en hepatopáncreas de C. angulatus. La actividad se midió en 

presencia y ausencia de  levamisol  16 mM. Los datos son la media ± E.S. para 3 

individuos. 

 

La actividad de AP insensible a levamisol fue similar dentro del rango de pH de 7,7 a 

9,5 (Fig. 7.2 A), mientras que a pH 7,4 y 10,0 esta actividad fue de alrededor de un 48 % 

menor. La actividad de AP sensible a levamisol fue similar dentro del rango de pH de 7,4 a 

8,5. A mayores niveles de pH la actividad fue menor, siendo alrededor del 43 % de la máxima 

actividad a pH 9,0 y de sólo el 4 % a pH 9,5 y 10,0 (Fig. 7.2 B).  
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Figura 7.2. Efecto del pH sobre las actividades de AP 

insensible a levamisol (A) y sensible a levamisol (B) en 

hepatopáncreas de C. angulatus. En algunos casos, las 

barras de error fueron menores que los símbolos usados. Los 

valores de actividad de AP son expresados  como porcentaje 

de la correspondiente actividad a pH 8,5 (100 %). Letras 

diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Los 

valores son las medias ± E.S. para 3 a 4 individuos.  
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Actividades de AP  en hepatopáncreas de  C. angulatus expuestos a diferentes condiciones de 

salinidad ambiental 

 

Se estudió el efecto de la salinidad ambiental sobre las actividades de AP y proteolítica 

en hepatopáncreas de C. angulatus privados de alimento por 48 h. Para esto, individuos de C. 

angulatus se mantuvieron a 35 y 10 ‰, salinidades en las cuales este cangrejo ionoconforma e 

hiperregula, respectivamente (Capítulo 6, presente Tesis) y se determinaron las 

correspondientes actividades en hepatopáncreas. 

En individuos mantenidos a 35 ‰ de salinidad, el hepatopáncreas exhibió una alta 

actividad de AP insensible a levamisol (96,5 ± 47,2 µmoles de pNP x min-1 x mg prot-1) (Fig. 

7.3 A). En individuos mantenidos a 10 ‰ de salinidad,  esta actividad fue significativamente 

menor (8,6 ± 2,6 µmoles de pNP x min-1 x mg prot-1) que la correspondiente actividad a 35 ‰ 

de salinidad (Fig. 7.3 A).  

En 35 ‰ de salinidad, C. angulatus exhibió una alta actividad de AP sensible a 

levamisol en hepatopáncreas  (21,1 ± 11,2 µmoles de pNP x min-1 x mg prot-1) (Fig. 7.3 B). En 

10 ‰ de salinidad,  esta actividad fue significativamente menor (1,9 ± 1,1 µmoles de pNP x 

min-1 x mg prot-1) que la correspondiente actividad en 35 ‰ de salinidad (Fig. 7.3 B).  
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Figura 7.3.  Actividades de AP insensible a levamisol (A) y sensible a 

levamisol (B) en hepatopáncreas de C. angulatus a  35 y 10 ‰ de 
salinidad. Barras llenas: 35 ‰ de salinidad. Barras rayadas: 10 ‰ de 

salinidad. * Indica significativamente diferente de la correspondiente 

actividad a 35 ‰ de salinidad. Los valores son la media ± E.S. para 5 

individuos. 
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Actividad proteolítica en hepatopáncreas de C. angulatus expuestos a diferentes condiciones 

de salinidad ambiental 

 
Se determinó la existencia de actividad proteolítica en hepatopáncreas de individuos de 

C. angulatus mantenidos a 35 y 10 ‰ de salinidad. En hepatopáncreas de C. angulatus, se 

detectó actividad proteolítica la cual fue menor en individuos mantenidos a salinidad reducida 

(4,6 ± 1,6 U x h-1 x mg prot-1) con respecto a individuos mantenidos a 35 ‰ de salinidad (10,9 

± 2,2 U x h-1 x mg prot-1) (Fig. 7. 4). 
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Figura 7.4.  Actividad proteolítica en hepatopáncreas de C. angulatus 
aclimatados a  35 y 10 ‰ de salinidad. Los valores son la media ± E.S. 

para 5 individuos. * Indica diferencia significativa con respecto a 

individuos a 35 ‰ de salinidad. 

 

 

Paralelamente a la medición de las actividades enzimáticas en hepatopáncreas, se 

determinó la concentración de proteínas en este órgano y la concentración de glucosa en 

hemolinfa. La concentración de proteínas en hepatopáncreas fue mayor en condiciones de 

hiperregulación (29 ±  6,6 mg prot x g tejido-1) que en condiciones de osmoconformación (8,3 
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± 2) (Fig. 7.5). La concentración de glucosa en hemolinfa fue similar entre individuos 

mantenidos a 35 y 10 ‰ (141 ± 78,8 y 114,5 ± 55,6 µg de glucosa x ml de hemolinfa-1).  
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Figura 7.5.  Concentración de proteínas en hepatopáncreas de C. 

angulatus a  35 y 10 ‰ de salinidad. Los valores son la media ± E.S. 

para 5 a 9 individuos. * Indica diferencia significativa con respecto a 

individuos a 35 ‰ de salinidad. 

 

 

DISCUSIÓN 

 

 Los resultados del presente Capítulo muestran la presencia de dos actividades de AP: 

una insensible a levamisol y una sensible a levamisol, y actividad proteolítica en 

hepatopáncreas de Cyrtograpsus angulatus sensibles a la salinidad ambiental.  

Las actividades de AP de distintos órganos o tejidos de invertebrados exhiben un 

amplio rango de pH óptimo (Lovett et al., 1994; Funk et al., 2001; Mazorra et al., 2002; Xiao 

et al., 2002; Rodrigues et al., 2006). La respuesta al pH de las actividades de AP insensible y 

sensible a levamisol en hepatopáncreas de C. angulatus fue diferente a lo descripto para estas 
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actividades en branquias posteriores de Callinectes sapidus (Lovett et al., 1994), y músculo de 

la quela y hepatopáncreas de  Neohelice granulata (Capítulos 2 y 4, presente Tesis). Por otro 

lado, la diferente respuesta al pH de las actividades de AP en hepatopáncreas con respecto 

estas actividades en  músculo de este cangrejo (Capítulo 6, presente Tesis) sugiere la posible 

presencia de distintas isoformas de AP en ambos tejidos.  

La mayor actividad específica de las AP en hepatopáncreas con respecto a músculo 

podría estar relacionada con la multiplicidad de roles del hepatopáncreas (por ej. secreción de 

enzimas digestivas, digestión y absorción de nutrientes, procesos de detoxificación, 

movilización y reserva de sustratos de energía) y la participación de AP en estos procesos tal 

como se sugirió para N. granulata (Capítulo 4, presente Tesis). 

En crustáceos, se ha demostrado que las enzimas digestivas se encuentran en forma 

activa en el hepatopáncreas (Barker y Gibson, 1977; Lovett y Felder, 1990 a; Díaz Tenorio et 

al., 2006; Allardyce y Linton, 2008),  son sintetizadas en el hepatopáncreas y posteriormente 

secretadas durante el proceso de digestión del alimentos (Barker y Gibson, 1977; Lovett y 

Felder, 1990 a; Díaz Tenorio et al., 2006; Linton et al., 2006; Hehemann, et al., 2007). Las 

altas actividades de AP y proteolítica encontradas en hepatopáncreas de C. angulatus de 

individuos privados de alimento por 48 h (Figs. 7.3 y 7.4) podría deberse a que estas enzimas 

ya han sido sintetizadas por ese órgano y aún no han sido secretadas. 

En el camarón Litopenaeus vannamei se sugirió que la mayor síntesis y liberación de 

enzimas digestivas podría contribuir con una provisión aumentada de energía necesaria para la 

osmorregulación (Li et al., 2008). Las menores actividades de AP y proteolítica en individuos 

de C. angulatus expuestos a baja salinidad (Figs. 7.3 y 7.4) sugiere la existencia de ajustes 

digestivos secundarios a la hiperregulación. Si esto se debe a una mayor secreción de las 

mismas a partir de este órgano en condiciones de hiperregulación aumentando la provisión de 

energía como ha sido sugerido para L. vannamei, requiere mayor investigación. En 
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experimentos realizados en paralelo en nuestro laboratorio, se observó una respuesta similar 

de actividades de amilasa, sacarasa y maltasa en hepatopáncreas de este cangrejo (Asaro, 

2009). La  secreción de las distintas actividades de enzimas digestivas, a partir de 

hepatopáncreas, en condiciones de baja salinidad  podría constituir un mecanismo de ajuste a 

nivel digestivo en respuesta a las demandas incrementadas de energía durante la 

hiperregulación. Además, la respuesta a la exposición a salinidad reducida en C. angulatus fue 

diferente a lo encontrado para N. granulata, en el que se no se observó variación en las 

actividades de AP y proteolítica con respecto a la salinidad en individuos privados de alimento 

por 48 h (Capítulo 4, presente Tesis). Sin embargo, N. granulata mostró el efecto de la 

salinidad reducida a corto plazo (2 y 4 h) luego de la ingesta de alimento sobre estas 

actividades enzimáticas (Capítulo 4, presente Tesis). Si la diferencia en la respuesta entre 

ambos cangrejos está relacionada a diferencias en características o duración del ciclo digestivo 

queda por ser investigado. En este contexto, se encontró que en crustáceos la liberación de 

enzimas a partir del hepatopáncreas, la posterior digestión extracelular y la digestión 

intracelular ocurre a tiempos variables dependiendo de la especie (Dall, 1967; Barker y 

Gibson, 1977; Barker y Gibson, 1978; Mc Gaw, 2006). Además, se ha reportado para varios 

crustáceos que las proteasas secretadas en respuesta a la digestión del alimento son 

posteriormente reabsorbidas (Mc Gaw, 2006). Sin embargo, en L. vannamei se ha observado 

que las mismas proteasas presentes en hepatopáncreas son eliminadas en las heces, sugiriendo 

que las enzimas secretadas no son reabsorbidas en este camarón (Córdova Murueta et al., 

2003). Si la menor actividad proteolítica en hepatopáncreas de individuos de C. angulatus a 10 

‰ de salinidad privados de alimento por 48 h se debe a una mayor secreción previa para una 

mayor degradación de proteínas provenientes de la dieta requiere mayor investigación.  

El hecho que se haya observado una mayor concentración de proteínas en el 

hepatopáncreas de individuos mantenidos en condiciones de hiperregulación (Fig. 7.5) sugiere 
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que el hepatopáncreas de C. angulatus podría constituiría un sitio de reserva de proteínas 

luego de la ingesta de alimento en condiciones de hiperregulación, posiblemente mediante la 

síntesis de novo a partir de precursores provenientes de la dieta. Se sabe que los crustáceos 

utilizan aminoácidos como fuente de energía (Fox et al., 1994; Shiau, 1998). Así, las proteínas 

almacenadas en hepatopáncreas podrían ser posteriormente utilizadas como fuente de energía 

en el proceso hiperregulatorio. Sin embargo, se  necesitan mayores estudios para establecer si 

existe una relación entre la disminución de la actividad proteolítica  y actividades de AP en 

hepatopáncreas de C. angulatus en baja salinidad y el incremento observado en la 

concentración de proteínas.  

En conclusión, el hepatopáncreas de C. angulatus exhibe altas actividades de AP y 

proteolítica en hepatopáncreas, las cuales son similarmente afectadas por salinidad reducida. 

Las menores actividades de AP y proteolítica sugieren su secreción en baja salinidad, lo que 

podría resultar en  una modificación de la capacidad digestiva de C. angulatus constituyendo 

así un mecanismo de ajuste secundario a la hiperregulación. Futuros estudios deberán 

focalizarse en establecer el rol fisiológico exacto de estas actividades en hepatopáncreas como 

parte de los complejos mecanismos de flexibilidad fisiológica y bioquímica de C. angulatus en 

relación a la salinidad ambiental. 
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DISCUSIÓN GENERAL 
 

 

   Los cangrejos eurihalinos que habitan zonas de mareas, aguas costeras y estuarios están 

expuestos a cambios en factores ambientales, siendo la salinidad uno de los factores claves. 

Estos organismos presentan mecanismos de ajuste a distintos niveles (bioquímico, fisiológico, 

morfológico y/o de comportamiento) que les permiten soportar dichos cambios (Kirchner 

1991; 2004). Estos mecanismos parecen ser dependientes de la especie, hábitat y tipo de estrés 

y no siempre se producen en forma conjunta. 

Los resultados de la presente Tesis representan un estudio integrativo de los 

mecanismos de ajuste, a nivel bioquímico, en diferentes órganos (músculo y hepatopáncreas) 

de los cangrejos eurihalinos Neohelice granulata y Cyrtograpsus angulatus de la laguna 

costera de Mar Chiquita en respuesta a cambios  en las condiciones ambientales y/o 

fisiológicas.  

N. granulata de planicie de marea de la laguna de Mar Chiquita exhibió dos actividades 

Na+ ATPasas insensibles a ouabaína (una sensible a furosemida y una insensible a furosemida) 

(Capítulo 1) coexistentes con la actividad Na+/K+ ATPasa (Pinoni, 2003; Pinoni y López 

Mañanes, 2003 a) en músculo de la quela. Estas actividades mostraron una respuesta 

diferencial a baja salinidad (Capítulo 3) y a emersión (Capítulo 5). Así, la actividad Na+ 

ATPasa sensible a furosemida fue mayor en condiciones de osmoionoconformación que en 

condiciones de hiperregulación y no fue afectada por la emersión, mientras que la actividad 

Na+ ATPasa sensible a furosemida no fue afectada por la salinidad pero se incrementó luego 

de 240 min de emersión.  Estos resultados sugieren una participación diferencial de las 

distintas actividades Na+ ATPasas presentes en músculo de la quela de N. granula de la laguna 

de Mar Chiquita en las respuestas a nivel bioquímico frente a estrés por distintos factores 

ambientales.  
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Se demostró la existencia de dos actividades de AP en músculo de la quela de N. 

granulata y C. angulatus: una actividad insensible a levamisol y una sensible a levamisol 

(Capítulos 2 y 6). Las actividades de AP insensible y sensible a levamisol de músculo de N. 

granulata presentaron diferentes características bioquímicas, y respuesta a corto y largo plazo 

a salinidad ambiental reducida (Capítulos 2 y 3). Así, mientras que la actividad de AP sensible 

a levamisol no fue afectada por la salinidad, la actividad de AP insensible a levamisol fue 

menor tanto luego de la exposición a largo plazo a 6 y 10 ‰ de salinidad como luego de un 

cambio abrupto de 35 a 10 ‰ de salinidad, sugiriendo que la respuesta de esta actividad  es 

dependiente del grado de estrés salino. La emersión no afectó ninguna de las dos actividades 

de AP en músculo de N. granulata (Capítulo 5). Además, se encontraron diferencias en la 

regulación de las actividades de AP en músculo de N. granulata por el segundo mensajero 

GMPc en condiciones de hiperregulación (10 ‰), sugiriendo la regulación diferencial de 

ambas actividades enzimáticas por factores intrínsecos (Capítulo 3). Las actividades de AP 

insensible y sensible a levamisol de músculo de C. angulatus también mostraron diferencias 

en las características bioquímicas y respuesta a salinidad (Capítulo 6). Sin embargo, la 

respuesta a la exposición a salinidad reducida de las actividades de AP en C. angulatus fue 

diferente a lo encontrado en N. granulata. En C. angulatus, la actividad de AP sensible a 

levamisol en músculo de la quela fue mayor a salinidad reducida (10 ‰) con respecto a 

condiciones de osmoionorregulación y la actividad de AP insensible a levamisol fue similar en 

ambas salinidades. Estos resultados sugieren el  rol diferencial de estas actividades 

enzimáticas, así como también del músculo, en mecanismos de ajuste secundarios a la 

hiperregulación en estos cangrejos.  

El hecho que las diferentes actividades enzimáticas de músculo de la quela de N. 

granulata estudiadas en la presente Tesis mostraron distinta respuesta a la salinidad ambiental 

y emersión, sugiere un rol específico de éstas en distintos mecanismos de ajuste frente a 
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distintos tipos y grados de estrés ambiental,  sugiriendo un alto grado de flexibilidad a nivel 

bioquímico del músculo de este cangrejo. 

En cangrejos eurihalinos, los procesos fisiológicos (ej. osmoionorregulación) que les 

permite a estos organismos soportar cambios en las condiciones ambientales (ej. salinidad), 

implican generalmente demandas incrementadas de energía (Kinsey et al., 2003; Stickle et al., 

2007; Normant y Gibowicz; 2008). La modulación diferencial de la actividad de enzimas 

digestivas específicas podría constituir un importante mecanismo de ajuste a nivel bioquímico 

para maximizar el nivel de ganancia y utilización de energía (Caviedes-Vidal et al., 2000; 

Casillas-Hernandez et al.; 2002, Johnston, 2003; del Valle et al., 2004; 2006b, Sanchez Paz et 

al., 2006; Naya et al., 2007, del Valle y López Mañanes, 2008).  Distintas actividades de AP y 

proteolíticas serían enzimas claves en este proceso. 

En hepatopáncreas de N. granulata y C. angulatus, se demostró la presencia de 

actividad proteolítica y de dos actividades de AP (una insensible a levamisol y una sensible a 

levamisol) (Capítulos 4 y 7). Estas actividades fueron afectadas post-ingesta en condiciones de 

hiperregulación y por la emersión en N. granulata; y por la exposición a salinidad reducida en 

C. angulatus. La actividad de AP y proteolítica en individuos de C. angulatus expuestos a 

salinidad reducida fue menor que en individuos expuestos a 35 ‰ de salinidad, mientras que 

en N. granulata estas actividades fueron similares a ambas salinidades. En N. granulata se 

observó una menor actividad de AP y proteolítica en hepatopáncreas  a tiempos cortos luego 

de la ingesta de alimento, debido, posiblemente, a una mayor secreción de las mismas, y un 

incremento de la actividad proteolítica luego de 240 min de emersión. Estos resultados 

sugieren el rol de estas actividades enzimáticas y del hepatopáncreas en mecanismos de ajuste 

frente a cambios en las condiciones ambientales posiblemente en relación a demanda 

diferencial de energía en condiciones de hiperregulación y emersión. 
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La posible relación funcional entre las diferentes actividades estudiadas en músculo y 

hepatopáncreas de estos cangrejos en respuesta a distintas condiciones osmoionorregulatorias 

requiere mayor investigación.    

Las diferentes características bioquímicas y respuesta a condiciones ambientales 

encontradas entre las actividades de AP en músculo y hepatopáncreas de N. granulata y C. 

angulatus sugieren la existencia de diferentes formas de estas enzimas con diferentes roles 

fisiológicos en mecanismos de ajuste frente a estrés ambiental en ambos cangrejos y en ambos 

órganos. Además, las  diferencias encontradas  en las características bioquímicas y/o respuesta 

a la salinidad ambiental en músculo y hepatopáncreas de N. granulata y C. angulatus sugiere 

la existencia de diferencias interespecíficas en los componentes a nivel bioquímico y en los 

mecanismos de ajuste secundarios a la hiperregulación en cangrejos eurihalinos. 
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CONCLUSIÓN 
 
 

Los resultados de este trabajo muestran que Neohelice granulata y Cyrtograpsus 

angulatus exhiben respuestas diferenciales a nivel bioquímico frente a distintas condiciones de 

salinidad ambiental, sugiriendo la existencia de diferentes mecanismos de ajuste en músculo y 

hepatopáncreas en relación al estado osmoionorregulatorio en estos cangrejos.  N. granulata 

presenta también respuestas a nivel bioquímico a la emersión, sugiriendo la existencia de 

mecanismos de ajuste secundarios a la emersión en músculo de la quela y hepatopáncreas de 

este cangrejo. Además, la diferente respuesta encontrada a la salinidad y emersión de las 

actividades enzimáticas estudiadas sugiere la existencia de mecanismos de ajuste diferenciales 

a nivel bioquímico frente a distintos tipos de estrés en N. granulata.  

 Los resultados de la presente tesis contribuyen al conocimiento integral de estos 

cangrejos en particular, y de cangrejos eurihalinos en general, ampliando los conocimientos 

acerca del rol del músculo, el hepatopáncreas y actividades enzimáticas en relación a variables 

ambientales clave.  

Futuros estudios deberán focalizarse en la interacción de distintas variables ambientales 

sobre características bioquímicas y fisiológicas de individuos en su ambiente natural  y en 

condiciones controladas de laboratorio permitiendo una mejor comprensión de los complejos 

mecanismos subyacentes a la flexibilidad fenotípica de N. granulata y C. angulatus en las 

respuestas integrativas a variaciones en las condiciones ambientales.  
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